Caractérisation des facteurs de transcription impliqués dans l'expression génique de cytokines chez les neutrophiles humains by Cloutier, Alexandre
NOTE TO USERS 
This reproduction is the best copy available. 
UMI 
Dissertation Publishing 

Universite de Sherbrooke 
Caracterisation des facteurs de transcription impliques dans l'expression genique 
de cytokines chez les neutrophiles humains 
par 
Alexandre Cloutier 
Departement de Medecine, 
Service de Pneumologie 
Sous la direction de Dr Patrick P. McDonald 
et la co-direction de Dr Pierre Larivee 
These presentee a la Faculte de Medecine et des Sciences de la Sante 
en vue de l'obtention du grade de 
Philosophae Doctor (Ph.D.) en Immunologic 
Le 12 Janvier 2009 
Liste des evaluateurs : 
Dr Patrick McDonald, directeur, departement de medecine, service de pneumologie 
Dr Pierre Larivee, co-directeur, departement de medecine, service de pneumologie 
Dr Marek Rola-Pleszczynski, departement de pediatric, service d'immunologie 
Dr Guylain Boissonneault, departement de biochimie 
Dr Martin Olivier, Microbiology and Immunology, McGill University 
1*1 Library and Archives Canada 
Published Heritage 
Branch 
395 Wellington Street 
OttawaONK1A0N4 
Canada 
Bibliotheque et 
Archives Canada 
Direction du 
Patrimoine de I'edition 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre reference 
ISBN: 978-0-494-52824-2 
Our file Notre reference 
ISBN: 978-0-494-52824-2 
NOTICE: AVIS: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distribute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
L'auteur a accorde une licence non exclusive 
permettant a la Bibliotheque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par telecommunication ou par I'lntemet, prefer, 
distribuer et vendre des theses partout dans le 
monde, a des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, electronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriete du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette these. Ni 
la these ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent etre imprimes ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
Conformement a la loi canadienne sur la 
protection de la vie privee, quelques 
formulaires secondaires ont ete enleves de 
cette these. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
1+1 
Canada 
TABLE DES MATIERES 
LISTE DES FIGURES IV 
LISTE DES ABREVIATIONS VI 
RESUME 1 
INTRODUCTION 4 
1. LES NEUTROPHILES ET LA REPONSEIMMUNITAIRE 4 
1.1 Apercu general de l'inflammation 4 
1.2 Historique de l'inflammation 4 
1.3 La reaction inflammatoire 6 
1.4 Les neutrophiles 8 
1.4.1 Roles dans la defense de 1'hote 12 
1.4.2 La phagocytose 12 
1.4.3 Production d'especes reactives derivees de l'oxygene (ROS) 13 
1.4.4 La formation de trappes extracellulaires (ETs) 14 
1.4.5 Les fonctions immuno-regulatrices des neutrophiles 15 
1.4.5.1 Activation et interactions avec les cellules dendritiques 16 
1.4.5.2 Transdifferenciation des precurseurs tardifs des neutrophiles en DCs. 17 
1.4.5.3 Acquisition de la capacite d'activation des lymphocytes par les 
neutrophiles 18 
1.4.5.4 Migration des neutrophiles dans les ganglions lymphatiques in vivo... 19 
1.4.5.5 Les neutrophiles : producteurs de chimiokines et de cytokines 20 
1.4.5.5.1 Polarisation des lymphocytes CD4+ enThl ouTh2 23 
1.4.5.5.2 Activation des cellules NK paries neutrophiles 25 
1.4.5.5.3 Recrutement cellulaire paries neutrophiles 25 
2. RECEPTEURS ET SIGNALISATION INTRA-CELLULAIRE 28 
2.1 Les recepteurs Toll-like (TLR) 29 
2.1.1 Les molecules adaptatrices impliquees dans la signalisation des TLRs 32 
2.2 Les recepteurs du TNF-a 35 
2.3 Les senders de signalisation des MAP kinases 39 
2.3.1 Les MAP kinases ERK1/2 41 
2.3.1.1 Les substrats de ERK1/2 41 
2.3.2 Les MAPK p38 45 
2.3.2.1 Les substrats des MAPKs p38 45 
3. REGULATION DE LA PRODUCTION DES CYTOKINES 47 
3.1 L'ARN polymerase et les facteurs de transcription generaux 48 
3.2 Les elements structuraux des promoteurs geniques 49 
3.2.1 Les promoteurs eucaryotes..* 49 
3.3 Les facteurs de transcription inductibles ou specifiques 52 
3.3.1 Le facteur de transcription NF-KB 54 
3.3.2 Les facteurs de transcription C/EBP 58 
3.3.2.1 Granulopoiese et C/EBP 63 
3.3.3 Les facteurs de transcription ATF/CREB 65 
OBJECTIFS DE L'ETUDE 70 
RESULTATS 71 
II 
CHAPITRE 1 : DIFFERENTIAL INVOLVEMENT OF NF-KB AND MAP 
KINASE PATHWAYS IN THE GENERATION OF INFLAMMATORY 
CYTOKINES BY HUMAN NEUTROPHILS 71 
CHAPITRE 2 : INFLAMMATORY CYTOKINE PRODUCTION BY HUMAN 
NEUTROPHILS INVOLVES C/EBP TRANSCRIPTION FACTORS 106 
CHAPITRE 3 : L'ACTIVATION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 
C/EBPp ET CREB PAR LA MAP KINASE p38 ET IMPACT 
TRANSCRIPTIONAL ET TRADUCTIONNEL DE CELLE-CI SUR 
L'EXPRESSION DES CYTOKINES CHEZ LES NEUTROPHILES 153 
Materiel et Methodes (section traditionnelle) 180 
DISCUSSION <-. 187 
CONCLUSION 210 
REMERCIEMENTS 211 
REFERENCES 213 
III 
LISTE DES FIGURES 
INTRODUCTION: 
Figure 1. Recrutement leucocytaire au site inflammatoire 8 
Figure 2. Photographie en microscopie electronique du neutrophile 10 
Figure 3. Contenu des differents types de granules chez le neutrophile 12 
Figure 4. Cytokines produites par les neutrophiles humains 22 
Figure 5. Les chimiokines et lews cellules cibles 26 
Figure 6. Recrutement cellulaire induit par les chimiokines produites par les PMN 28 
Figure 7. Les TLRsetleurs ligands 31 
Figure 8. Signalisation du TLR4 35 
Figure 9. Signalisation intracellulaire induite par les recepteurs du TNF-cc 38 
Figure 10. Module des MAP kinases 39 
Figure 11: Architecture du promoteur basal des genes eucaryotes 50 
Figure 12. Voies d'activation classique et alternative du NF-KB 55 
Figure 13. Sites de phosphorylation de p65 57 
Figure 14. Motif basique a fermeture-eclair (bZIP) des proteines C/EBP 59 
Figure 15. Representation schematique des membres de la famille C/EBP 60 
Figure 16. Implication de C/EBPcc et C/EBPE dans la differentiation des neutrophiles..64 
Figure 17. Structure des proteines AT-F/CREB 67-
RESULTATS: 
CHAPITRE 1 
Figure 1. Effect of NF-KB inhibitors on inducible NF-KB DNA binding in neutrophils.. 83 
Figure 2. Effect of NF-KB inhibitors on inflammatory cytokine gene expression in 
neutrophils 84 
Figure 3. Effect of NF-KB inhibitors on inflammatory cytokine production in neutrophils. 
85 
Figure 4. Effect of MAP kinase inhibitors on p38 MAPK and MEK activation in 
neutrophils 87 
Figure 5. Effect of MAP kinase inhibitors on inflammatory cytokine production in 
neutrophils 88 
Figure 6. Effect of MAP kinase inhibitors on inflammatory cytokine gene expression in 
neutrophils 89 
Figure 7. Lack of cross-talk between the MAP kinase and NF-KB pathways in 
neutrophils 91 
Figure 8. MAP kinase targets that potentially regulate cytokine generation in neutrophils. 
94 
targets 
IV 
CHAPITRE 2 
Figure 1. Expression and distribution of C/EBP proteins in human neutrophils 119 
Figure 2. Effect of neutrophil agonists on the cellular levels and stability of C/EBP 
proteins 121 
Figure 3. C/EBP DNA-binding activities in human neutrophils 123 
Figure 4. Phosphorylation of C/EBP|3 on threonine 235 in human neutrophils 125 
Figure 5. Role of C/EBP- and NF-KB binding sites on promoter activity in neutrophil-like 
PLB-985 cells 128 
Figure 6. Impact of C/EBP and NF-KB transcription factors on promoter activation in 
neutrophil-like PLB-985 cells 131 
Figure 7. Effect of an overexpressed C/EBP repressor on cytokine expression and release 
in neutrophil-like PLB-985 cells 133 
Figure 8. Chromatin association of phosphorylated C/EBPp (Thr235) in human 
neutrophils 134 
Figure 9. Functional consequences of C/EBP(3 phosphorylation on cytokine production in 
neutrophil-like PLB-985 cells 135 
Supplementary Figure 1. C/EBP DNA-binding activity and C/EBP(3 phosphorylation in 
neutrophil-like PLB-985 cells 148 
Supplementary Figure 2. Overexpression and functional analysis of a C/EBP repressor in 
neutrophil-like PLB-985 cells 150 
Supplementary Figure 3. Expression of C/EBPs in highly purified human neutrophils and 
eosinophils 152 
CHAPiTRE 3 
Figure 1. Expression, localisation et phosphorylation des proteines ATF-1/CREB 155 
Figure 2. Induction de la liaison d'ATF-1 et de CREB sur element de reponse CRE.... 157 
Figure 3. Kinases impliquees dans la phosphorylation de CREB1 161 
Figure 4. Impact de l'inhibition de la voie p38/MSK-l sur la liaison de CREB sur l'ADN. 
163 
Figure 5. Impact de l'inhibition de la voie p38/MSK-l sur l'expression des ARNm des 
chimiokines induites par le LPS 165 
Figure 6. Role des sites CRE dans l'activation de promoteurs chez les cellules PLB-985 
differenciees en neutrophiles 168 
Figure 7. Importance de la proteine CREB et de la serine 133 de ce facteur dans 
l'induction de la transactivation de l'IL-8 chez PLB-985 differenciees en 
neutrophiles 170 
Figure 8. Phosphorylation de C/EBP|3 mediee par la MAP kinase p38 chez les 
neutrophiles 173 
Figure 9. Activation de la kinase MNK1 mediee par la MAP kinase p38 et sa localisation 
cellulaire chez les neutrophiles 176 
Figure 10. Impact de l'inhibition de la kinase MNK-1 sur la generation des chimiokines 
induites par le LPS , 178 
Figure 11. Impact de l'inhibition de la kinase MNK-1 sur l'expression des ARNm des 
chimiokines induites par le LPS 179 
V 
LISTE DES ABREVIATIONS 
ADN 
AP-1 
ARNm 
C3a 
C5a 
C/EBP 
CBP 
CCR 
CKII 
CMH 
CRE 
CREB 
DMSO 
ERK 
eIF4E 
fMLP 
GPCR 
GSK-3 
IL-
JNK 
LPS 
LTB4 
Acide desoxyribonucleique 
Activator Protein I 
Acide ribonucleique messager 
Fragment du complement 3a 
Fragment du complement 5a 
CCAAT/enhancer binding protein 
CREB binding protein 
Chernokine (C-C motif) receptor 
Casein kinase II 
Complexe majeur d'histocompatibilite 
cAMPc response element 
cAMPc response element-binding protein 
Dimethylsulfoxide 
Extracellular signal-regulated kinase 
Eukaryotic initiation factor 4E 
Peptide Methionine-Leucine-Phenylalanine N-Formyle 
Recepteur couple aux proteines G 
Glycogen synthase kinase-3 
Interleukine 
Jun N-terminal kinase 
Lipopolysaccharide 
Leucotriene B4 
MIP-1 
MAPK 
MCP-1 
MNK 
MSK 
MPOC 
NF-KB 
NRE 
NRF 
PAF 
PI3K 
PGF^ 
PKA 
PKC 
RANTES 
RSK 
STAT 
TLR 
TNF-ct 
TNFR 
TGF-p 
TPA 
TRE 
Macrophage inflammatory protein 1 
Mitogen activated protein kinase 
Macrophage inflammatory protein 1 
MAP kinase signal-integrating kinase 
Mitogen and stress activated protein kinase 
Maladie pulmonaire obstructive chronique 
Facteur nucleaire kappa B 
Negative regulatory element 
NF- KB-repressing factor 
Facteur activateur des plaquettes 
Phosphatidylinositol 3-kinase 
Prostaglandin E2 
Proteine kinase A 
Proteine kinase C 
Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted 
Ribosomal S6 kinase 
Signal transducer of activated transcription 
Toll-like Receptor 
Tumor necrosis factor-a 
Tumor necrosis factor-a receptor 
Transforming growth factor-/3 
12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
TPA response element 
RESUME 
Les neutrophiles representent une composante fondamentale du systeme 
immunitaire. En effet, il est bien connu qu'ils sont essentiels a la defense de l'organisme 
contre les agressions microbiennes. En plus de leurs fonctions anti-microbiennes 
classiques, les neutrophiles, via la secretion de cytokines (incluant les chimiokines), 
jouent un role preponderant dans 1'initiation et la modulation de la reponse immunitaire. 
Lors d'une infection ou d'une blessure, les neutrophiles agissent a titre de premier 
repondant et migrent rapidement au site de l'aggression. La production rapide de 
cytokines par les neutrophiles permet le recrutement additionnel de neutrophiles au site 
inflammatoire et celui d'autres populations leucocytaires, tout en modulant les fonctions 
de ces dernieres. 
La generation de cytokines par les neutrophiles est induite par une vaste gamme 
de stimuli: agonistes d'origine microbienne, facteurs chimiotactiques, cytokines, 
chimiokines et facteurs de croissance. Ces signaux inflammatoires induisent l'activation 
de nombreuses voies de signalisation menant ultimement a l'activation de facteurs 
transcriptionnels. L'expression des genes de cytokines inflammatoires doit etre finement 
regulee afin qu'il y ait une production adequate de ces mediateurs. Elle repose, en grande 
partie, sur le recrutement de facteurs transcriptionnels capables de se Her a des sequences-
cibles sur les promoteurs de ces genes. 
Les travaux presentes dans cette these portent sur 1'identification des facteurs de 
transcription impliques, ainsi que des sentiers de signalisation en amont, dans 
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l'expression de genes encodant des cytokines chez le neutrophile humain. Dans le 
premier chapitre de la section resultats, nous avons montre que l'expression genique des 
cytokines depend fortement de 1'activation du facteur de transcription NF-KB. Celui-ci 
controle l'expression inductible de tous les genes etudies. De plus, nous avons montre 
que la generation de ces cytokines chez les neutrophiles depend fortement de 1'activation 
des voies p38 MAP kinases (aux niveaux transcriptionnel et traductionnel) et MEK/ERK 
(au niveau traductionnel seulement) 
Dans le deuxieme chapitre, nous avons etudie l'expression et la localisation des 
differents facteurs de transcription de la famille C/EBP, de meme que 1'activation de 
C/EBP|3 via sa phosphorylation en Thr 235 chez les neutrophiles humains. Grace a la 
surexpression d'un represseur des C/EBP (A-C/EBP2N3T) chez les cellules PLB-985 
granulocytiques, nous avons montre l'importance de la famille de C/EBP dans la 
production de MlP-la, de MIP-1(3 et d'IL-8 chez les neutrophiles humains. Les facteurs 
C/EBP ne semblent toutefois pas impliques dans la production de TNF-a par ces cellules. 
La surexpression d'un mutant de C/EBPP (C/EBPp T235A) chez ces memes cellules 
nous a par ailleurs permis de determiner que la phosphorylation de cet acide amine est 
essentielle a la production des chimiokines MlP-la, MIP-ip et IL-8. Nous demontrons 
enfin une association constitutive de C/EBPp et de C/EBPs avec le promoteur de l'IL-8 
chez les neutrophiles primaires humains. Un des elements declencheurs de la 
transcription de ce gene serait probablement l'induction de la phosphorylation de C/EBPP 
sur les promoteurs geniques. 
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Enfin, dans le troisieme chapitre de la section resultats, nous explorons le role de 
la MAPK p38 dans la production de cytokines chez les neutrophiles. Nous y identifions 
quelques-uns de ses substrats impliques dans la transcription et la traduction de cytokines 
inflammatoires. Ainsi, nous avons determine que la MAPK p38 participe a l'activation 
des facteurs de transcription C/EBPp et CREB, probablement via l'activation des kinases 
MSK-1 et RSK. Nous avons egalement etabli 1'impact de la phosphorylation de la Ser 
133 de CREB sur la production de cytokines chez les neutrophiles humains. Finalement, 
nous avons documente l'activation de la kinase MNK1 par la MAPK p38, et son role 
dans la regulation traductionnelle des cytokines. 
L'ensemble de ces travaux a permis d'identifier des molecules-cles dans la 
generation de cytokines, plus particulierement de chimiokines, chez le neutrophile 
humain. Nos travaux ont done contribue de maniere substantielle a nos connaissances des 
mecanismes transcriptionnels et traductionnels gouvernant 1'expression de genes 
precoces chez le neutrophile. Nos resultats permettront en outre 1'identification de cibles 
therapeutiques potentielles qui pourraient servir a attenuer Pinflammation chronique 
observee dans de nombreuses pathologies ou les neutrophiles predominent. 
Mots-cles: Neutrophiles, Cytokines, C/EBP, CREB, NF-KB 
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INTRODUCTION 
1. LES NEUTROPHILES ET LA REPONSE IMMUNITAIRE 
1.1 Apercu general de 1'inflammation 
L'inflammation est une reaction de defense dont revolution a dote les organismes 
dits superieurs afin de se proteger contre les agressions, qu'elles soient de nature exogene 
(ex: bacteries, virus) ou endogene (ex: processus degeneratif ou necrose). L'inflammation 
est essentielle au maintien de l'homeostasie de l'organisme, et le declenchement d'une 
reponse inflammatoire a pour premier objectif d'en eliminer l'agent causal. Elle fait 
intervenir une multitude de mediateurs d'origines diverses qui agissent premierement sur 
les cellules avoisinant le site lese ou infecte. II s'ensuit un recrutement sequentiel de 
globules blancs (leucocytes) au site de l'aggression afin d'eliminer tout intrus potentiel. 
Cette migration leucocytaire est dictee par la liberation de molecules chimiotactiques et 
par l'activation de molecules d'adhesion a la surface des leucocytes et des cellules 
endotheliales. Les nombreux mediateurs pro- et anti-inflammatoires liberes sont 
extemement importants pour initier cette reponse mais aussi pour la modifier ou 
l'entretenir. La finalite de cette reponse finement orchestree est le retour a la normale 
(reparation du tissu lese et resolution de 1'inflammation). II arrive cependant que cette 
reaction, a priori tres utile, devienne persistante et exageree avec comme resultante une 
destruction des tissus environnants. Ainsi, la reaction inflammatoire est en quelque sorte 
un couteau a deux tranchants (Smith 1994). 
1.2 Historique de l'inflammation 
La premiere description manuscrite de l'inflammation remonte a l'Egypte 
ancienne, il y a plus de 3000 ans. On y a decouvert des papyrus (le plus connu est le 
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papyrus Edwin Smith, nomme selon son decouvreur) decrivant le diagnostic et le 
traitement d'abces a la poitrine. Des hieroglyphes y etaient inscrits symbolisant 
«shememet», ce qui se rapporte a quelque chose de chaud. Au premier siecle, Cornelius 
Celsus a decrit les signes cardinaux de 1'inflammation soient la douleur, la rougeur, la 
chaleur et la tumefaction (ou oedeme) dans un ouvrage colossal (Celsi de medicina libri). 
(Celsus 1478). Au XIX siecle, Rudolf Virchow a attribue un cinquieme signe a 
1'inflammation, soit la perte de fonction. La premiere observation de la migration des 
leucocytes au site inflammatoire (diapedese) a ete decrite par Julius Cohnheim en 1873 
(Cohnheim 1873). Cependant, il a fallu l'apport d'llya Metchnikoff pour demontrer que 
ce recrutement de leucocytes etait benefique pour l'organisme et qu'il constituait une 
reaction de defense contre 1'invasion de micro-organismes. Ainsi, en 1883 Metchnikoff a 
decouvert les macrophages et les microphages (aujourd'hui nommes neutrophiles) et leur 
capacite a ingerer et detruire des micro-organismes soit la phagocytose. II a aussi 
decouvert que ce processus n'etait pas restreint a la defense de l'hote contre les 
envahisseurs, mais qu'il permettait en plus d'eliminer les cellules de l'hote en 
degenerescence ou en apoptose (efferocytose) afin de maintenir l'homeostasie de 
l'organisme (Metchnikoff 1883). Plus recemment, les decouvertes de plusieurs proteines 
seriques, des mediateurs lipidiques, des cytokines et des chimiokines ont permis 
d'accroitre nos connaissances sur la reponse inflammatoire. Ainsi, meme si l'etude de 
rinflammation est plusieurs fois millenaire, il nous reste encore beaucoup a apprendre de 
ce processus complexe. 
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1.3 La reaction inflammatoire 
L'objectif de cette section n'est pas de presenter une cascade ordonnee de tous 
les evenements cellulaires et humoraux qui constituent la reponse inflammatoire. II serait 
irrealiste de le faire, puisque cette reaction peut impliquer differents effecteurs selon la 
nature de l'agresseur et du tissu-cible. De fac,on tres simplifiee, la reaction inflammatoire 
peut etre divisee en une phase vasculaire et une phase cellulaire. La premiere consiste en 
l'alteration de la micro-vasculature avoisinant le site lese, sous Taction de mediateurs 
inflammatoires. On observe premierement un changement dans le debit vasculaire: une 
constriction transitoire arteriolaire induite par des neuropeptides, suivie d'une 
vasodilatation mediee a priori par des mediateurs inflammatoires emmagasines comme 
l'histamine (mastocytes et basophiles) et la serotonine (plaquettes) (Rankin 2004). Des 
mediateurs neoformes amplifient le phenomene de vasodilation tels les kinines, les 
prostaglandines, les leucotrienes et le facteur activateur des plaquettes (PAF). Ces 
evenements permettent un accroissement de l'afflux sanguin dans les capillaires de la 
region lesee. Une augmentation de la permeabilite vasculaire est observee par la suite. II 
y a contraction des cellules endotheliales sous l'effet de l'histamine, de la bradykinine, du 
PAF et des leucotrienes, de meme qu'une retraction des jonctions endotheliales via 
Faction du TNF-a et de 1'1L-1|3. (Blum, Toninelli et al. 1997; Wojciak-Stothard, 
Entwistle et al. 1998; McKenzie and Ridley 2007; Vandenbroucke, Mehta et al. 2008). II 
y a alors formation d'un oedeme tissulaire du a l'infiltration de liquide et de proteines 
seriques. 
La deuxieme phase de la reaction inflammatoire, et la plus importante pour 
contrer l'agent causal, est le recrutement leucocytaire au site de l'agression (represente 
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dans la figure 1). Ce recrutement selectif est critique pour eliminer l'agent initiateur, pour 
nettoyer le foyer inflammatoire, et pour terminer la reponse inflammatoire. II depend 
fortement de la liberation de molecules chimiotactiques de diverses classes et origines 
(plasmatique, bacterienne, cellulaire) comme les proteines derivees du complement (le 
C3a et le C5a), le fMLP, le LTB4, le PAF et l'interleukine-8. Ces mediateurs dictent le 
processus de diapedese ou extravasation, au cours duquel les leucocytes traversent la 
paroi des capillaires pour s'accumuler dans les tissus emettant les signaux de 
1'inflammation. Parmi les leucocytes recrutes au site inflammatoire, les neutrophiles 
agissent a titre de premiers repondants et possedent la capacite de moduler la reponse 
immunitaire (Feng, Nagy et al. 1998; Witko-Sarsat, Rieu et al. 2000; Luster, Alon et al. 
2005). Cette migration procede par une cascade d'adhesions successives initialement 
decrite pour les neutrophiles, mais dont on sait aujourd'hui qu'elle vaut pour a l'ensemble 
des leucocytes. Le processus debute par une adhesion primaire transitoire et reversible sur 
les cellules endotheliales, un phenomene appele roulement, qui est medie surtout par les 
selectines. Par la suite, il y a activation leucocytaire dependante des stimuli 
inflammatoires suivie d'une adhesion ferme et stable a la surface des cellules 
endotheliales, controlee par les integrines. Finalement, il y a passage des neutrophiles a 
travers la couche de cellules endotheliales via les jonctions intercellulaires (voie 
paracellulaire) ou directement a travers une cellule (voie transcellulaire) (Feng, Nagy et 
al. 1998; Carman and Springer 2004). 
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Figure 1. Recrutement leucocytaire au site inflammatoire. 
Les neutrophiles sont generalement les premieres cellules recrutees au site lese ou infecte. 
Les neutrophiles roulent le long des vaisseaux sanguins et se lient aux cellules 
endotheliales via des molecules d'adhesion (selectines). Lorsqu'il y a activation 
cellulaire, les integrines deviennent activees ce qui permet une adhesion ferme. Les 
neutrophiles actives migrent dans les tissus ou ils sont attires par des molecules 
chimiotactiques. Une fois sur place, les neutrophiles peuvent y effectuer leurs 
nombreuses fonctions (detaillees plus loin dans cette introduction). Extraite de (Ley, 
Laudanna et al. 2007). 
Par la suite, d'autres populations leucocytaires sont recrutees pour permettre 
l'etablissement d'une reponse immune acquise et l'elimination des pathogenes. Ce sont 
en bonne partie les chimiokines, du fait de leur diversite, qui organisent le recrutement 
preferentiel de certains leucocytes en fonction du tissu concerne et des besoins. La 
finalite de la reponse inflammatoire est la resolution de 1'inflammation, a moins qu'il n'y 
ait persistance de 1'agent causal; en pareil cas, 1'inflammation aigue se transforme en 
inflammation chronique. 
1.4 Les neutrophiles 
Les granulocytes polymorphonuclears neutrophiles (ou simplement appeles 
neutrophiles) sont les leucocytes les plus abondants dans le sang et constituent environ 
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60% de tous les leucocytes circulants (Witko-Sarsat, Rieu et al. 2000). Les neutrophiles 
en circulation sont terminalement differencies, ont une tres courte demi-vie (6-12h) et 
meurent de facon constitutive par apoptose. lis sont enleves de la circulation par les 
macrophages du foie et par un mecanisme inconnu au niveau de la mobile osseuse (Shi, 
Gilbert et al. 2001; Suratt, Young et al. 2001; Martin, Burdon et al. 2003). lis sont 
constamment generes a partir des progeniteurs des granulocytes-monocytes (GMP) de la 
mobile osseuse afin de contrebalancer leur elimination constitutive (Dancey, Deubelbeiss 
et al. 1976; Akashi, Traver et al. 2000). On estime la mise en circulation journaliere de 
neutrophiles chez l'humain a 109 cellules par kg de poids. Ce nombre represents 
seulement 1 a 2% de tous les neutrophiles retrouves dans la mobile osseuse (Semerad, Liu 
et al. 2002). Lors d'une infection, les neutrophiles sont relaches en plus grand nombre par 
la mobile osseuse, et quelquefois avant leur pleine maturation (Jagels and Hugli 1992). 
De toutes les cellules immunitaires, les neutrophiles ont la plus courte duree de vie. Cette 
derniere peut etre considerablement augmentee in vitro lorsque ceux-ci sont stimules, 
notamment par des cytokines, des corticosteroi'des et des mediateurs lipidiques (Colotta, 
Re et al. 1992; Lee, Whyte et al. 1993; Cox 1995; Hebert, Takano et al. 1996; Meagher, 
Cousin et al. 1996; Stankova, Turcotte et al. 2002). La vie des neutrophiles est egalement 
prolongee in vivo lorsque ceux-ci ont migre dans un site inflammatoire (Savill 1994; 
Galligan and Yoshimura 2003; Zychlinsky, Weinrauch et al. 2003). 
Une caracteristique phenotypique des neutrophiles est la presence d'un noyau 
polylobe et de nombreuses granules cytoplasmiques (illustre dans la figure 2). Les 
neutrophiles possedent quatre types de granules classes selon leur contenu (presente dans 
la figure 3), qui apparaissent a differentes etapes lors de leur maturation. Les granules 
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primaires ou azurophiles sont les premieres formees lors de la differentiation (Bainton 
and Farquhar 1966; Cowland and Borregaard 1999). Ces granules fusionnent 
generalement avec le phagosome lors de la phagocytose de micro-organismes pour 
former le phagolysosome, un environnement hautement toxique pour les microbes 
(Joiner, Ganz et al. 1989). Ces granules contiennent majoritairement des enzymes ou des 
proteines anti-microbiennes comme la myeloperoxidase, les defensines et l'elastase. 
Figure 2. Photographie en microscopie electronique du neutrophile 
Cette photographie montre le noyau polylobe ainsi que les nombreuses granules 
caracterisant la morphologie des neutrophiles. Extraite de (Witko-Sarsat, Rieu et al. 
2000). 
A la figure 2, on observe la presence de granules primaires (pg) a l'aide de la 
diaminobenzidine, reagissant avec la myeloperoxidase contenue dans ces granules. On 
peut observer egalement la presence des granules secondaires (sg). On peut remarquer le 
noyau caracteristique des neutrophiles et ses multiples lobes. 
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Par la suite, il y a apparition des granules specifiques ou secondares (Bainton, 
Ullyot et al. 1971). Le contenu de ces granules est principalement deverse dans le milieu 
extracellulaire lorsqu'il y a degranulation (liberation du contenu des granules). II s'agit 
egalement de proteines anti-microbiennes dont les fonctions s'effectuent a l'exterieur du 
neutrophile. On note ensuite le developpement des granules gelatinases ou tertiaires ainsi 
que des vesicules secretoires (le dernier type de granules) a la fin de la maturation des 
neutrophiles (Borregaard, Sehested et al. 1995). Les granules gelatinases contiennent 
essentiellement des enzymes servant a la degradation de la matrice extracellulaire lors de 
la diapedese des neutrophiles au site inflammatoire. Tout comme les vesicules 
secretoires, ces granules servent de reserves de recepteurs membranaires permettant la 
reconnaissance des pathogenes (ex: recepteur du LPS et du fMLP) et la migration des 
neutrophiles (fV'ntegrine). Ces molecules sont rapidement mobilisees a la membrane 
plasmique lors d'une stimulation. Les differents types de granules des neutrophiles sont 
done d'une extreme importance pour repondre a diverses stimulations, pour permettre 
leur migration et pour assurer la defense de 1'hote face aux micro-organismes. 
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Membrane proteins 
Azurophil granules 
N.a. 
N.a. 
N.a. 
N.a. 
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presenilin 
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Gp91 phox/p22phox 
TNFR", uPAR 
SNAP-23, VAMP-2, 
Stomatin, PGLYRP' 
Cotlagenase, 
Gelatinase, uPA, 
cystatin C, cystatin P 
hCAP18,NGAL, B12BP, 
lysozyme, iactoferrin, 
haptoglobin, 
pentraxin 3, prodefensin 
nl-anti-trypsin1, SLPI, 
srosomucoid, heparanase. 
(52-microglobuMn, CRISP3 
Gelatinase granules 
CD1WCD18.CD67 
Gp91phox/p22phox 
MMP25 
TNFR* 
SNAP-23, VAMP-2, 
Nrarrtpl 
Gelatinase, 
arginase 1 
Lysozyme 
52-microglobulin, 
CRISP3 
Secretory vesicles 
CD11b.'CD18,C067 
Gp91 phox/p22phox 
MMP2S 
LIRl-4,-6,-7,-9'; CD35; CD16; Clq-R; 
IFN-«R1 and IFN-«R2';IFN-yR1 and IFN--/R2'; 
TNFRt an<lTNFR2'; ll_(1 A6,10,13.17,18|R'; TGF-flR2'; CXCR-1*; CXCR-
2";CXCR-4';CCR-1.-2,-3"; 
IglGAEIFcR'; Ti.R-1. -2, -A, -6, -8s; CD14; MyD88"; 
MD-2"; IMLPR; TREM1* 
SNAP-23, VAMP-2, Nrampt. alkaline phosphatase, OAF, CD10, CD13 
Plasma proteins 
N.a. 
N.a. 
Figure 3. Contenu des differents types de granules chez le neutrophile 
Cette figure presente une liste partielle des differentes classes de proteines retrouvees 
dans les granules du neutrophile. On presente les molecules d'adhesion en jaune, les 
recepteurs en bleu, les proteines anti-microbiennes en orange et les proteases en vert. 
Extraite de (Borregaard, Sorensen et al. 2007). 
1.4.1 Roles dans la defense de l'hote 
Les premieres etudes sur les neutrophiles ont porte sur leur role dans la defense 
anti-microbienne, notamment sur la phagocytose (ingestion de particules) et la 
caracterisation des differentes proteines contenues dans leurs granules. Recemment, la 
production de trappes extracellulaires (NETs) s'est ajoutee aux mecanismes anti-
microbiens des neutrophiles. La presente section decrira brievement ces fonctions anti-
microbiennes des neutrophiles puisqu'elles n'ont pas ete etudiees dans la presente these. 
Pour plus de details, se referer aux articles de (Segal 2005; Wartha, Beiter et al. 2007). 
1.4.2 La phagocytose 
La phagocytose des particules etrangeres (ex: bacteries ou champignons) ou du 
soi (cellules apoptotiques) est un element-cle du processus inflammatoire. Elle permet 
non seulement d'eliminer les micro-organismes indesirables mais aussi de nettoyer les 
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cellules devenues inutiles. La premiere etape du processus phagocytaire est la 
reconnaissance des particules a etre ingerees. Bien que la reconnaissance des pathogenes 
peut etre assuree par une interaction directe des pathogenes avec certains recepteurs a la 
surface des neutrophiles (par les recepteurs Toll-like, par exemple), la phagocytose de ces 
pathogenes est beaucoup plus efficace lorsqu'ils sont reconnus par des opsonines chez les 
neutrophiles. En effet, la phagocytose est principalement mediee par deux classes de 
recepteurs, soit les recepteurs reconnaissant la partie Fc des immunoglobulines G et ceux 
reconnaissant les fragments du complement (Lee, Harrison et al. 2003). L'ingestion des 
microorganismes recouverts ou opsonises par les immunoglobulines est mediee par les 
recepteurs Fc (FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIIb). Les fragments du complement peuvent aussi 
opsoniser les microbes par des mecanismes dependants et independants des anticorps. 
Les particules ou microorganismes osponises par les fragments du complement sont 
reconnus et internalises via Mac-1 (CDllb/CD18). Les divers recepteurs peuvent 
cooperer lorsque les microorganismes sont opsonises simultanement par les deux types de 
molecules. Ainsi, la liaison de Mac-1 augmente la phagocytose mediee par les recepteurs 
Fc (Brown, Bohnsack et al. 1988; Ghiran, Barbashov et al. 2000). Suite a la capture des 
microorganismes enveloppes par les opsonines, il y a internalisation de ceux-ci pour 
former un phagosome. Les granules fusionnent alors avec le phagosome dans lequel elles 
deversent leur contenu formant ainsi le phagolysosome. Ceci cree un 
microenvironnement hautement toxique permettant la destruction des microorganismes. 
1.4.3 Production d'especes reactives derivees de l'oxygene (ROS) 
La phagocytose de microorganismes ainsi que des stimulations diverses entrainent 
la production des radicaux libres de l'oxygene par les neutrophiles. Ceux-ci, via Taction 
13 
du complexe multimerique de la nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogene 
(NADPH) oxydase, peuvent produire des anions superoxydes (02-) a partir de l'oxygene. 
Lors de la phagocytose, il y a assemblage de ce complexe enzymatique a la membrane du 
phagosome. Ainsi, quatre composantes cytosoliques (p67ph0\ p40phox, p47phox et p21rac) 
viennent s'assembler aux proteines gp91phox et p22phox presentes a la membrane. Les 
anions superoxyde produits peuvent etre alors convertis en peroxyde d'hydrogene (H202) 
par la superoxyde dismutase. Le H202 peut etre metabolise en acide hypochloreux 
(HOC1) par la myeloperoxydase, deversee lors de la fusion des granules primaires avec le 
phagosome. Au meme moment, l'oxyde nitrique produit par les synthetase de l'oxyde 
nitrique peut interagir avec l'anion superoxyde pour former la peroxynitrite, un autre 
produit hautement toxique. Par consequent, la production des reactifs derives de 
l'oxygene lors de la phagocytose par les neutrophiles constitue une moyen de destruction 
des microorganismes grandement efficace. II n'est done pas surprenant de noter la 
presence d'infections recurrentes parfois mortelles chez les personnes ayant une mutation 
genetique dans une des proteines constituant la NAPDH oxydase. 
1.4.4 La formation de trappes extracellulaires (ETs) 
Dans les dernieres annees, un nouveau mecanisme de defense initialement decrit 
chez les neutrophiles a ete decouvert soit la propriete de former des trappes 
extracellulaires (Brinkmann, Reichard et al. 2004). Ces structures extracellulaires 
permettent de capturer et de detruire les microorganismes. Elles sont constituees d'ADN, 
d'histones et de proteines antimicrobiennes issues des granules. Elles sont formees in 
vitro suite a l'activation des neutrophiles par diverses stimulations: LPS, IL-8, bacteries 
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et champignons (Brinkmann and Zychlinsky 2007). Ces ETs sont aussi retrouvees in vivo 
lors d'infections des poumons et de l'appendice (Beiter, Wartha et al. 2006). 
Selon certains, elles seraient formees aleatoirement suite a la disintegration des 
membranes cellulaires et nucleaires par Ies reactifs derives de l'oxygene lors de 
l'activation de ces cellules. Selon d'autres, elles seraient assemblees de maniere 
structuree. Une chose est certaine, c'est que la liberation de ces trappes cause la mort 
cellulaire et necessite l'activation de la NAPDH oxydase (Fuchs, Abed et al. 2007). 
Plusieurs questions restent ouvertes quant aux mecanismes de formation de ces 
structures. Ces ETs seront certainement le sujet de nombreuses etudes dans le futur afin 
de clarifier leurs fonctions. 
Grace a leurs multiples mecanismes de defense (phagocytose, production des 
reactifs derives de l'oxygene, degranulation, formation de trappes extracellulaires), les 
neutrophiles sont done fin prets pour lutter contre toute invasion microbienne. Ceci dit, il 
est desormais evident que les fonctions des neutrophiles ne se limitent pas a la destruction 
des pathogenes, mais qu'ils participent aussi activement a l'etablissement d'une reponse 
immune acquise. La prochaine section presentera quelques-unes de ses nouvelles 
fonctions immuno-modulatrices des neutrophiles. 
1.4.5 Les fonctions immuno-regulatrices des neutrophiles 
Selon plusieurs immunologistes, le neutrophile est une cellule de l'immunite 
innee dont le destin est restreint a nous defendre contre les infections. Apres tout, 
comment une cellule programmed a mourir pourrait-elle etre utile dans une reponse 
immune plus elaboree telle que la reponse immune acquise? Or, on sait maintenant que 
les neutrophiles interagissent avec plusieurs types cellulaires de la reponse acquise, dont 
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les cellules dendritiques (DCs) et les lymphocytes T CD4+ et CD8+. Ceci s'effectue par la 
liberation de mediateurs inflammatoires (notamment les cytokines et les chimiokines) ou 
par des contacts cellulaires. 
1.4.5.1 Activation et interactions avec les cellules dendritiques 
Chez l'humain, il a ete demontre que la co-culture de neutrophiles actives avec 
des cellules dendritiques immatures induit la maturation de celles-ci (van Gisbergen, 
Sanchez-Hernandez et al. 2005). Les cellules dendritiques ainsi cultivees montrent une 
expression accrue de la molecule de co-stimulation CD83 a leur surface et produisent des 
quantites importantes d'IL-12. De plus, ces memes DCs peuvent induire la proliferation 
des lymphocytes T. Ceci suggere fortement que les neutrophiles peuvent favoriser la 
maturation fonctionnelle des cellules dendritiques. Les auteurs de cette etude ont aussi 
montre que les neutrophiles interagissaient directement avec les cellules dendritiques. 
Cette interaction s'effectue grace a la molecule d'adhesion Mac-1 (CDllb/CD18) du 
neutrophile et la lectine DC-SIGN {dendritic cell-specific 1CAM-3 grabbing non-integriri) 
de la cellule dendritique (van Gisbergen, Sanchez-Hernandez et al. 2005). L'interaction 
avec la molecule DC-SIGN est specifique aux neutrophiles puisqu'elle fait intervenir le 
motif glycosyle Lewisx present uniquement sur la molecule Mac-1 des neutrophiles. 
Cette interaction a aussi ete observee in vivo dans la muqueuse du colon de patients 
atteints de la maladie de Crohn, dans laquelle les neutrophiles jouent un role important. 
Les neutrophiles isoles de souris possedent la meme capacite d'activation des 
cellules dendritiques. En effet, les neutrophiles murins cultives avec des tachyzoites de 
Toxoplasma gondii (la forme infectieuse du parasite) induisent la maturation des cellules 
dendritiques ainsi que la production d'IL-12 et de TNF-a par ces DCs (Bennouna, Bliss 
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et al. 2003). Les auteurs des etudes precedentes ont demontre que l'activation des cellules 
dendritiques etait causee directement par les neutrophiles et non par des contaminations 
residuelles de la culture des neutrophiles avec les particules bacteriennes ou parasitaires. 
II aurait ete plausible que l'activation des DCs puisse resulter d'une activation directe par 
ces particules microbiennes. Ainsi, le groupe du Dr Denkers a demontre que le TNF-a 
present a la membrane plasmique des neutrophiles ainsi que 1'interaction directe avec les 
cellules dendritiques etaient necessaires a la production de TNF-a par ces DCs 
(Bennouna and Denkers 2005). De plus, la depletion des neutrophiles chez des souris 
infectees avec Toxoplasma gondii empeche la production de TNF-a et d'IL-12 par les 
DCs (Bennouna, Bliss et al. 2003). II est done de plus en plus vraisemblable que les 
neutrophiles puissent influencer la reponse immune acquise, et ce, en interagissant 
directement avec les cellules dendritiques, des cellules presentatrices d'antigenes connues 
pour faire le pont entre I'immunite innee et acquise. 
En plus d'interagir directement avec les cellules dendritiques et d'instruire celles-
ci, on a demontre que les neutrophiles ou plutot leurs precurseurs immatures peuvent eux-
memes se differencier en cellules dendritiques, et done d'avoir potentiellement la 
capacite d'activer des lymphocytes T. 
1.4.5.2 Transdifferenciation des precurseurs tardifs des neutrophiles en DCs 
Effectivement, il a ete observe que des precurseurs non-segmentes (band cells) 
des neutrophiles pouvaient se differencier en cellules dendritiques immatures lorsque 
cultives 9 jours en presence de GM-CSF, d'IL-4 et de TNF-a (Oehler, Majdic et al. 
1998). Ces cellules dendritiques (lorsque stimulees avec du CD40L) deviennent matures 
tel que demontre par l'augmentation a la surface cellulaire des molecules de co-
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stimulation (CD80, CD83 et CD86) et du CMH de classe II. Les cellules dendritiques 
derivees des precurseurs tardifs des neutrophiles sont fonctionnelles puisqu'elles peuvent 
induire la proliferation de lymphocytes T allogeniques, et ce avec une plus grande 
efficacite que des DCs derivees de monocytes (10 000 fois plus efficace). 
1.4.5.3 Acquisition de la capacite d'activation des lymphocytes par les neutrophiles 
II n'y a pas que les precurseurs des neutrophiles qui peuvent acquerir certaines 
proprietes de cellules presentatrices d'antigenes. Diverses stimulations peuvent aussi 
augmenter l'expression des molecules du CMH de classe II et des molecules de co-
stimulation a la surface des neutrophiles isoles du sang peripherique. Le groupe du Dr 
Guyre a decrit pour la premiere fois en 1993 qu'une stimulation avec du GM-CSF, de 
PIFN-y ou de l'IL-3 permet l'augmentation du CMH II a la surface des neutrophiles 
(Gosselin, Wardwell et al. 1993). Par la suite, il a aussi ete montre que les neutrophiles 
stimules avec du GM-CSF et de l'lFN-y en combinaison expriment davantage de 
molecules de CMH II a leur surface. Ces CMH II peuvent etre lies par des superantigenes 
comme l'enterotoxine A du staphyloccoque et cela peut activer la proliferation de 
lymphocytes T CD4+ in vitro (Fanger, Liu et al. 1997). Une autre etude a demontre que 
les neutrophiles stimules avec du TNF-a et de 1'IFN-y montrent une augmentation de 
CD83, de CMH II, de CD40 et de CCR6 a leur surface (Yamashiro, Wang et al. 2000). 
Cette derniere proteine est le recepteur de la chimiokine LARC (Liver and Activation-
Regulated Chemokine), qui assure habituellement la migration des cellules dendritiques 
immatures aux sites inflammatoires (Sozzani, Allavena et al. 1999). Finalement, une 
derniere etude propose que les neutrophiles terminalement differencies puissent eux aussi 
se differencier en cellules dendritiques (Iking-Konert, Cseko et al. 2001). Les 
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neutrophiles mis en culture en presence de GM-CSF et d'lFN-y acquierent la 
morphologie caracteristique des cellules dendritiques et expriment les molecules de 
surface typiques de celles-ci (CD83, CD80, CD86, CMH II). De plus, ces cellules 
peuvent presenter des antigenes dans un contexte CMH II specifique a des lymphocytes T 
CD4+ et activer la proliferation de ceux-ci. 
Les neutrophiles peuvent done potentiellement acquerir un phenotype permettant 
d'activer directement des lymphocytes CD4+ et CD8+, mais in vivo encore faudrait-il 
qu'ils puissent migrer dans les organes lymphoides afin d'activer ceux-ci. 
1.4.5.4 Migration des neutrophiles dans les ganglions lymphatiques in vivo 
Or, plusieurs etudes ont recemment observe cette migration des neutrophiles dans 
les ganglions lymphoides chez la souris. Effectivement, suite a une injection intra-
peritoneale de LPS et de neutrophiles marques avec du BCECF-AM (6-
carboxyfluorescein diacethoxylmethyl ester), on retrouve en seulement 15 minutes suite a 
l'injection des quantites appreciates de neutrophiles dans les ganglions lymphatiques 
mesenteriques (Miyazaki, Ishikawa et al. 2004). La migration des neutrophiles dans les 
ganglions lymphatiques auriculaires a aussi ete observee dans un modele de vaccination 
intra-dermique avec le bacille de Calmette-Guerin (BCG, souche vivante attenuee de 
Mycobacterium bovis) (Abadie, Badell et al. 2005). Quatre heures suivant la vaccination, 
des neutrophiles ayant phagocyte des bacilles fluorescents sont retrouves dans ces 
ganglions. Aucune migration de DCs ou de macrophages tissulaires n'est observee dans 
les ganglions. Des contacts entre les neutrophiles et les lymphocytes T dans les ganglions 
de raeme qu'avec les DCs residentes ont ete observes. Ceci suggerent fortement que les 
neutrophiles puissent directement ou indirectement presenter les antigenes aux 
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lymphocytes T (indirectement par transfert d'antigenes). Un tel transfert antigenique 
permettant 1'activation des lymphocytes T a ete demontre entre les neutrophiles et les 
DCs dans un modele d'infection a Candida albicans (Megiovanni, Sanchez et al. 2006). 
En plus d'interagir directement avec les cellules dendritiques et les lymphocytes, 
les neutrophiles via la production de cytokines et de chimiokines permettent de guider ou 
de moduler certaines fonctions de diverses cellules du systeme immunitaire. La prochaine 
section presente cette facette de la biologie des neutrophiles. 
1.4.5.5 Les neutrophiles : producteurs de chimiokines et de cytokines 
Les premieres investigations quant a la capacite d'induction genique chez les 
neutrophiles matures n'etaient pas tres prometteuses. On croyait alors que les proteines 
des neutrophiles etaient synthetisees et entreposees uniquement lors de leur maturation 
dans la moelle osseuse (Berliner 1998). Leur courte duree de vie ne laissait pas presager 
la possibility de neo-synthese d'ARN messagers et de proteines. De plus, la detection de 
faibles quantites d'ARNm et de rares composantes impliquees dans la traduction des 
proteines (ribosomes et reticulum endoplasmique) renforc,ait cette idee, mais on sait 
aujourd'hui que ces observations etaient essentiellement dues a un manque de precautions 
de la part de certains chercheurs (surtout en ce qui concerne l'utilisation d'inhibiteurs de 
nucleases et de proteases) (Newburger, Subrahmanyam et al. 2000; Cloutier and 
McDonald 2003). Actuellement, il est etabli que les neutrophiles sont capables de 
produire une vaste gamme de cytokines, incluant des facteurs de croissance et des 
chimiokines. Bien que le neutrophile ne soit pas un grand producteur au plan individuel, 
comparativement aux monocytes/macrophages, son importance dans la production de ces 
mediateurs ne doit pas etre sous-estimee (Cassatella 1999; Scapini, Lapinet-Vera et al. 
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2000; Nathan 2006). En effet, les neutrophiles sont recrutes en grand nombre (millions) 
lors des premiers evenements de 1'inflammation, et la production de cytokines et de 
chimiokines par ces neutrophiles peut atteindre des quantites considerables (de centaines 
de pg a des ng) (Cassatella 1999). lis sont desormais consideres comme d'importants 
producteurs de cytokines et de chimiokines. Deux revues de litterature resument bien la 
diversite des cytokines et les chimiokines produites par les neutrophiles ainsi que la 
modulation de leur expression par differents stimuli (Cassatella 1999; Scapini, Lapinet-
Vera et al. 2000). La reconnaissance de l'importance physiologique de la production de 
ces mediateurs par les neutrophiles, en contexte physiopathologique, a fait en sorte que 
plusieurs groupes de recherche s'interessent maintenant a ce volet de la biologie du 
neutrophile. Ainsi, depuis la parution de ces articles resumes, d'autres cytokines et 
chimiokines se sont rajoutees a la liste de cytokines produites par les neutrophiles. 
Dans la figure 4, une liste relativement complete des chimiokines et des cytokines 
produites par les neutrophiles humains est presentee. Parmi celles-ci, mentionnons 
rapidement la production de 1'IL-lp, de l'IL-18, de l'IL-lra, de 1' IFN-y, de l'IL-12, du 
TNF-a et du TGF-(3. De plus, les neutrophiles expriment et secretent une vaste gamme de 
chimiokines: IL-8, Gro-a et |3, MlP-la et (3, MIP-3a et p\ IP-10, MIG et I-TAC. 
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Cytokines pro-inflammatoires Cytokines anti-inflammatoires 
TNF-a, IL-1(3 , IL-171, IL-1823, IFN-y, 
IFN-a, IL-6, MIF4, IL-12, TRAIL56, 
BlyS7 
Chimiokines 
CXC: 
IL-8 (CXCL8), Gro-a (CXCL1), ENA-
78 (CXCL5)8, MIG (CXCL9), IP-10 
(CXCL10), I-TAC (CXCL11) 
CC: 
MCP-1(CCL2)9 
MlP-la (CCL3) 
MIP-ip(CCL4) 
MIP-3a (CCL20)10 
MIP-3(3 (CCL19)10 
TGF-pU,TGF|32,IL-lra 
Facteurs de croissance 
G-CSF, GM-CSF, VEGF, FGF-2, TGF-a, 
HGF 
Figure 4. Cytokines produites par les neutrophiles humains 
Cette figure presente les principales cytokines produites par les neutrophiles classees 
selon leurs fonctions. Mis a jour de (Cassatella 1999; Scapini, Lapinet-Vera et al. 2000). 
1- (Ferretti, Bonneau et al. 2003), 2- (Robertson, Young et al. 2006), 3- (Fortin, Ear et al. 
2009), 4- (Baumann, Casaulta et al. 2003), 5- (Tecchio, Huber et al. 2004), 6-
(Kamohara, Matsuyama et al. 2004), 7- (Scapini, Nardelli et al. 2003), 8- (Suzuki, 
Kobayashi et al. 2002), 9- (Yoshimura and Takahashi 2007), 10- (Scapini, Laudanna et 
al. 2001). 
En general, les neutrophiles non-stimules ne produisent pas ou produisent de tres 
faibles quantites de ces mediateurs. La generation des chimiokines et des cytokines est 
fortement induite par plusieurs stimuli de natures et d'origines diverses. Parmi les 
inducteurs les plus puissants et les plus polyvalents, on denombre les lipopolysaccharides 
bacteriens (LPS) et le TNF-a. Ces stimuli induisent rapidement la transcription de 
l'ARNm de plusieurs de ces cytokines ou chimiokines comme l'IL-lp\ TNF-a, IL-12p40, 
IL-8, MlP-la, MIP-lp. L'expression de l'ARNm de la plupart de ces cytokines et 
chimiokines atteint un maximum apres 30min et lh de stimulation. Apres 4-8h de 
stimulation, on detecte les proteines correspondantes dans le surnageant extracellulaire in 
vitro. Dans le cas de plusieurs cytokines comme l'IL-lp\ l'IL-8 et le MlP-la, l'induction 
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de leur production est la consequence d'une augmentation de leur transcription, tel que 
documente initialement par les essais de type nuclear run-on (Marucha, Zeff et al. 1991; 
Wang, Wu et al. 1994; Cassatella 1996; Fernandez, Walters et al. 1996), et de nos jours 
par le PT-PCR (Primary transcript-PCR) (Rossato, Cencig et al. 2007; Tamassia, Calzetti 
et al. 2007). 
La production des cytokines par les neutrophiles peut avoir de nombreux impacts 
dans les reponses immunitaires. Quelques exemples en sont donnes dans la section 
suivante. 
1.4.5.5.1 Polarisation des lymphocytes CD4+ en Thl ouTh2 
On peut penser que les cytokines produites par les neutrophiles lorsqu'ils migrent 
dans les ganglions puissent avoir des repercussions sur la polarisation des lymphocytes 
auxiliaires. Par exemple, la production d'IL-12 dans les ganglions par les neutrophiles 
pourrait favoriser le developpement de lymphocytes Thl lors de la presentation 
antigenique par les DCs ou raerae par ces neutrophiles (Cassatella, Meda et al. 1995; 
Bliss, Butcher et al. 2000; Appelberg 2007). Dans plusieurs modeles d'infections avec 
des micro-organismes, la production de cytokines ou la presence des neutrophiles sont 
essentielles a l'etablissement d'une reponse de type Thl. Ainsi, l'infection avec 
Mycobacterium avium ou Mycobacterium tuberculosis cause la production rapide d'IL-
12, de TNF-ct et d'IL-ip chez les neutrophiles, et cette production serait necessaire au 
developpement d'une reponse Thl et a la protection contre cette infection (Petrofsky and 
Bermudez 1999; Pedrosa, Saunders et al. 2000). La production d'IL-12 par les 
neutrophiles lors d'une infection a Legionellapneumophilia induit aussi une reponse Thl 
qui protege contre ce pathogene (Tateda, Moore et al. 2001). Les memes evenements sont 
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aussi observes lors d'infection avec Candida albicans chez la souris (Romani, Mencacci 
et al. 1997). II est interessant de noter que les humains ayant un faible nombre de 
neutrophiles (neutropeniques) sont hautement susceptibles aux infections a Candida 
albicans. L'absence de production de cytokines d'origine neutrophilique comme l'IL-12 
chez ces patients pourrait etre en partie responsable de ces infections persistantes. 
A l'oppose, les neutrophiles peuvent aussi induire des reponses lymphocytaires de 
type Th2. En effet, la production d'IL-4 par les neutrophiles participerait a 
1'etablissement d'une reponse Th2 detrimentaire chez des souris BALB/c infectees avec 
Leishmania major (Tacchini-Cottier, Zweifel et al. 2000). A l'oppose, une etude a 
demontre qu'a la suite d'une infection avec le parasite Nippostrongylus brasiliensis, les 
neutrophiles migrent dans les ganglions environnants et favorisent 1'etablissement d'une 
reponse protectrice de type Th2 (Pesce, Liu et al. 2008). La depletion des neutrophiles 
chez ces souris induit une reponse de type Thl (caracterisee par une forte production 
d'lFN-y) au detriment d'une reponse Th2. La depletion des neutrophiles dans ce modele 
augmente le taux de mortalite des souris infectees. Les neutrophiles, par un mecanisme 
inconnu (peut-etre par la production de cytokines), induiraient une polarisation Th2 
favorisant la protection contre I'infection. 
Ainsi, la production de cytokines telles l'IL-12, 1'IFN-y et l'IL-4 peut (ou 
pourrait) influencer le type de reponse lymphocytaire (Thl vs Th2) encourue suite a 
diverses infections. Le type de reponse (cellulaire vs humorale) instruite par les 
neutrophiles pourrait etre favorable a la guerison, mais pourrait aussi entretenir 
I'infection et meme etre fatale. 
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1.4.5.5.2 Activation des cellules NK par les neutrophiles 
Recemment, une etude a demontre que la production d'IL-18 par les neutrophiles 
etait necessaire pour la production d'lFN-y par les cellules NK. Effectivement, des 
experiences de depletion des neutrophiles ainsi que l'utilisation de souris IL-18R'" ont 
demontre que la production d'IL-18 par les neutrophiles etait essentielle pour que les 
cellules NK puissent produire de 1'IFN-y lors d'une infection a la Legionella 
pneumophila chez la souris (Sporri, Joller et al. 2008). La production d'lFN-y par les NK 
est absolument necessaire pour qu'il y ait elimination totale du pathogene. 
En plus de leur capacite a produire des cytokines, les neutrophiles peuvent 
produire plusieurs chimiokines permettant le recrutement de diverses populations 
leucocytaires. Puisque les neutrophiles sont generalement les premieres cellules recrutees 
au site inflammatoire, et ce en nombre considerable, ils pourraient par l'expression et la 
liberation de chimiokines, orchestrer le recrutement selectif d'autres populations 
leucocytaires au site inflammatoire (Cassatella 1995; Scapini, Lapinet-Vera et al. 2000; 
Pliyev 2008). 
1.4.5.5.3 Recrutement cellulaire par les neutrophiles 
Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moleculaire (entre 8 et 14kDa), 
initialement caracterisees par leur capacite a induire la migration de leucocytes (Mackay 
2001). La superfamille des chimiokines compte actuellement une quarantaine de 
membres pouvant etre classifies selon la configuration des cysteines dans la partie amino-
terminale (presente dans la figure 5). II y a done quatre families de chimiokines: CC, 
CXC, C et CX3C (Murphy, Baggiolini et al. 2000; Zlotnik and Yoshie 2000). La plupart 
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des chimiokines appartiennent aux sous-families CC ou CXC. II a ete demontre que les 
chimiokines travaillent de concert avec les selectines et les integrines pour produire des 
signaux directionnels permettant la migration dirigee des leucocytes effecteurs 
(Baggiolini 1998; Luster 1998). 
Box 11 Chemokines and chemokine receptors 
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* 
i 
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• 
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Main target 
Neutrophils 
B cells 
Immature 
myeloid DCs 
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myeloid DCs 
Plasmacytoid 
DCs 
Monocytes 
Eosinophils 
Basophils 
Naive T cells 
Memory T cells 
TH1 cells 
TH2 cells 
TR„, cells 
NK cells 
Figure 5. Les chimiokines et leurs cellules cibles. 
Representation schematique des principales chimiokines, leurs recepteurs ainsi que les 
cellules cibles. Extraite de (Mantovani, Bonecchi et al. 2006). 
Les neutrophiles secretent essentiellement des chimiokines de types CC et des 
CXC (enumeree dans la Figure 4). L'IL-8 est le membre fondateur de la superfamille des 
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chimiokines (Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Les premieres etudes sur l'IL-8 
ont surtout caracterise son effet chimioattractant envers les neutrophiles. Toutefois, on 
sait maintenant qu'elle peut aussi etre produite en quantite considerable par les 
neutrophiles. Normalement, la secretion d'IL-8 est faible chez les cellules non stimulees. 
La synthese de l'IL-8 et de son ARNm est fortement augmentee par une plethore de 
stimuli externes (Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Sa production peut etre 
rapidement induite par une vaste gamme de stimuli incluant des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a ou l'IL-l|3(Yoshimura, Matsushima et al. 1987; 
Matsushima, Morishita et al. 1988; Strieter, Kunkel et al. 1989), le stress cellulaire 
(DeForge, Preston et al. 1993; Shapiro and Dinarello 1995; Lee, Haskill et al. 1997; 
Sonoda, Kasahara et al. 1997) et des produits bacteriens ou viraux (Yoshimura, 
Matsushima et al. 1987; Strieter, Kunkel et al. 1989; Arai, Lee et al. 1990; Mahe, 
Mukaida et al. 1991; Barnes, Chatterjee et al. 1992; Choi and Jacoby 1992; Friedland, 
Remick et al. 1992). 
La migration des neutrophiles aux sites inflammatoires, de concert avec la 
production d'IL-8 par les neutrophiles et aussi de chimiokines telles Gro-a/p, GCP-2 et 
ENA-78, pourrait favoriser le recrutement additionnel de neutrophiles. Cette migration 
massive de neutrophiles favoriserait l'elimination des pathogenes, mais elle pourrait aussi 
permettre la production et la liberation de d'autres chimiokines et cytokines affectant 
d'autres populations leucocytaires. 
En effet, les neutrophiles peuvent aussi secreter des chimiokines attirant d'autres 
leucocytes (presente dans la figure 6). Les chimiokines de type CC telles les MlP-la, 
MIP-1(3, MIP-3a et MIP3J3 sont chimiotactiques envers les monocytes, les macrophages 
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et les cellules dendritiques immatures et matures. Quant a elles, les chimiokines comme 
l'IP-10, MIG et I-TAC favorisent le recrutement de lymphocytes T et de cellules NK au 
site inflammatoire. Ainsi, la production preferentielle de ces chimiokines pourrait affecter 
la poursuite de la reponse immunitaire face a differents pathogenes. 
Chimiokines 
IL-8 (CXCL8) 
Gro-a (CXCL1) 
ENA-78 (CXCL5) 
MlP-la (CCL3) 
MIP-lp(CCL4) 
MIP-3a (CCL20) 
MIP-3p (CCL19) 
IP-IO(CXCLIO) 
MIG (CXCL9) 
I-TAC (CXCL11) 
Cellules-cibles 
Neutrophiles 
Monocytes, Macrophages, 
Cellules dendritiques 
Lymphocytes T, Cellules NK 
Figure 6. Recrutement cellulaire induit par les chimiokines produites par les PMN 
Cette figure represente les differentes chimiokines produites par les neutrophiles ayant la 
capacite de recruter differentes cellules du systeme immunitaire lors d'une activation de 
ce dernier. Adapte de (Scapini, Lapinet-Vera et al. 2000). 
En somme, il est indeniable que la production de cytokines et de chimiokines par 
les neutrophiles a une importance particuliere dans l'etablissement de la reponse 
immunitaire. 
2. RECEPTEURS ET SIGNALISATIONINTRA-CELLULAIRE 
Dans le contexte de I'immunite innee et de 1'inflammation, la reconnaissance des 
agents pathogenes et des stimuli inflammatoires est un prelude menant a la production 
des cytokines et des chimiokines. En ce qui concerne les neutrophiles, ces signaux sont 
reconnus par divers recepteurs exprimes a leur surface. La presente section decrit les 
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recepteurs des principaux stimuli utilises dans cette these et les principales voies de 
signalisation engagees par ceux-ci. 
2.1 Les recepteurs Toll-like (TLR) 
Le recepteur Toll a initalement ete decouvert en tant qu'un recepteur 
transmembranaire important pour le developpement de la polarite dorso-ventrale des 
embryons chez la drosophile (Anderson, Jurgens et al. 1985; Hashimoto, Hudson et al. 
1988). En analysant les voies de signalisation induites par l'activation de la proteine Toll, 
on a decouvert qu'elle servait aussi de recepteur regulant l'immunite anti-fongique de la 
drosophile (Lemaitre, Nicolas et al. 1996). La decouverte d'une homologie entre les 
domaines cytoplasmiques de Toll de la drosophile et du recepteur de l'IL-1 des 
mammiferes {ToWIL-lR (TIR) homology domain) a mis en branle la recherche 
d'homologues chez ces derniers. En 1997, un premier homologue humain, le h-Toll 
maintenant nomme Toll-like receptor 4 (TLR4), a ete decouvert de meme que son 
importance dans l'immunite contre les toxines microbiennes (Medzhitov, Preston-
Hurlburt et al. 1997). Toutes especes confondues, on denombre aujourd'hui 13 genes 
codant pour ces recepteurs. Chez l'humain et la souris, on a decouvert 10 et 12 TLRs 
respectivement. Chaque TLR a une specificite pour des motifs moleculaires retrouves 
dans la structure de pathogenes, et appeles PAMPs {pathogen-associated molecular 
patterns, presente dans la figure 7). Les TLRs sont des proteines transmembranaires de 
type I qui, en plus de leur domaine cytoplasmique TIR, possedent un domaine 
extracellulaire riche en repetitions leucine servant a la reconnaissance de leurs ligands. Le 
TLR4, le plus etudie de tous les TLRs, reconnait les lipopolysaccharides (LPS) retrouves 
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a la surface des bacteries Gram-negatives. Le TLR4 lie le LPS bacterien grace a ses co-
recepteurs: le CD 14 et la proteine MD-2. L'interaction directe des PAMPs avec ces co-
recepteurs plutot qu'avec les TLRs assurerait la diversite de liaison d'un meme TLR a 
plusieurs ligands moleculairement distincts (proteines, acides, nucleiques, lipides et 
carbohydrates) (Pfeiffer, Bottcher et al. 2001). Ainsi, en plus du LPS, le TLR4 peut lier 
d'autres composantes microbiennes comme les mannans, les glycophosphoinositolipids, 
mais il peut aussi reconnaitre des molecules de l'hote telles que les heat-shock proteins et 
le fibrinogene. 
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Microbial Components Species TLR Usage 
Bacteria 
LPS 
Diacyl lipopeptides 
Triacyl lipopeptides 
LTA 
PG 
Porins 
Lipoarabinomannan 
Flagellin 
CpG-DNA 
ND 
Gram-negative bacteria 
Mycoplasma 
Bacteria and mycobacteria 
Group B Streptococcus 
Gram-positive bacteria 
Neisseria 
Mycobacteria 
Flagellated bacteria 
Bacteria and mycobacteria 
Uropathogenic bacteria 
TLR4 
TLR6/TLR2 
TLR1/TLR2 
TLR6/TLR2 
TLR2 
TLR2 
TLR2 
TLR5 
TLR9 
TLR11 
Fungus 
Zymosan 
Phospholipomannan 
Mannan 
Glucuronoxylomannan 
Saccharomyces cerevisiae 
Candida albicans 
Candida albicans 
Cryptocpccus neoforrnans 
TLR6/TLR2 
TLR2 
TLR4 
TLR2 and TLR4 
Parasites 
tGPI-mutin 
Glycoi nositolphospholipids 
Hemozoin 
Profilin-lke molecule 
Trypanosoma 
7/ypa/Josoma 
Plasmodium 
Toxoplasma gondii 
TLR2 
TLR4 
TLR9 
TLR11 
Viruses 
DNA 
dsRNA 
ssRNA 
Envelope proteins 
Hemagglutinin protein 
ND 
Viruses 
Viruses 
RNA viruses 
RSV, MMTV 
Measles virus 
HCMV, HSV1 
TLR9 
TLR3 
TLR7andTLR8 
TLR4 
TLR2 
TLR2 
Host 
Heat-shock protein 60, 70 
Fibrinogen 
TLR4 
TLR4 
Figure 7. Les TLRs et leurs ligands 
Cette figure presente differentes molecules d'origine virale, bacterienne et fongique 
reconnues par des recepteurs sur les cellules immunitaires. II est a noter que les 
neutrophiles expriment tous ces recepteurs a l'exception du TLR3. L'expression du 
TLR11 n'a pas encore ete etudie chez les neutrophiles. Extraite de (Akira, Uematsu et al. 
2006) 
Les TLRs sont exprimes par plusieurs types de cellules immunitaires, dont les 
macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B, quelques populations de 
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lymphocytes T, et bien entendu, par les neutrophiles. L'expression des TLRs peut etre 
modulee en reponse a des cytokines, des pathogenes et des stress cellulaires. Certains 
TLRs sont exprimes a la surface extracellulaire (TLR1, 2, 4, 5 et 6) alors que d'autres 
sont presents dans des compartiments intracellulaires (TLR3, 7, 8 et 9) tels que les 
endosomes. Par consequent, les ligands de ces derniers doivent etre internalises. 
Les neutrophiles expriment tous les TLRs a l'exception du TLR3 (Hayashi, 
Means et al. 2003). La stimulation des TLRs par leurs ligands peut induire plusieurs 
reponses fonctionnelles chez les neutrophiles telles que la production de chimiokines et 
de cytokines, 1'augmentation des molecules d'adhesion a leur surface, l'augmentation de 
leur capacite phagocytaire, l'augmentation de la production de ROS et l'inhibition de leur 
apoptose (Parker, Whyte et al. 2005). La prochaine section decrit quelques-unes des 
molecules impliquees dans la signalisation du TLR4. Les evenements moleculaires 
presentes ici sont generaux et ne sont pas restreints a nos connaissances de la 
signalisation du TLR4 chez les neutrophiles, car elles sont assez limitees. 
2.1.1 Les molecules adaptatrices impliquees dans la signalisation des TLRs 
Lorsqu'ils interagissent avec leurs ligands, les TLRs forment des multimeres, 
changent de conformation, et recrutent des molecules de signalisation intracellulaires. Les 
proteines adaptatrices MyD88 {myeloid differentiation factor 88), TRIF (TIR domain-
containing adapter inducing IFN-fi), TRAM (TRIF related adaptor molecule) et TIRAP 
(TIR domain containing adaptor protein) contiennent toutes un domaine TIR leur 
permettant de lier le domaine TIR des TLRs. Ce meme motif permet aussi 1'interaction 
entre quelques-unes de ces molecules adaptatrices. Ces proteines adaptatrices servent 
done de relais entre les TLRs et les voies de signalisation menant a l'activation 
32 
transcriptionnelle des genes inflammatoires (Vogel, Fitzgerald et al. 2003). La figure 8 
resume bien les evenements presentes ci-dessous. 
La proteine MyD88, originalement identifiee en tant qu'une proteine impliquee 
dans la differentiation myelo'i'de, a ete la premiere proteine adaptatrice decouverte pour 
etre impliquee dans la signalisation des TLRs (Lord, Hoffman-Liebermann et al. 1990; 
Hultmark 1994). La proteine MyD88 contient un domaine TIR dans sa partie carboxy-
terminale et un domaine de mort (death domain) dans sa partie amino-terminale 
(Hardiman, Rock et al. 1996; Wesche, Henzel et al. 1997). Tous les TLRs recrutent 
MyD88 a leur queue cytoplasmique a l'exception de TLR3 qui lui recrute seulement la 
proteine adaptatrice TRIF. Dans la signalisation du TLR2 et du TLR4, la proteine 
adaptatrice TIRAP est cependant requise pour recruter la proteine MyD88 au recepteur 
(Fitzgerald, Palsson-McDermott et al. 2001; Horng, Barton et al. 2001; Yamamoto, Sato 
et al. 2002). Le domaine de mort de MyD88 permet l'interaction avec les 
serines/threonines kinases IRAKI et IRAK4 (IL-1 receptor associated protein kinases) 
(Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1998). Une fois lie a MyD88, IRAKI est 
phosphorylee par IRAK-4 (Li, Strelow et al. 2002). IRAKI peut alors s'associer a 
TRAF6 (TNFR-associated factor 6), une E3 ubiquitine ligase, qui avec des proteines d'un 
complexe E2 ubiquitine ligase catalysent la formation d'une chaine de polyubiquitine de 
type K63 sur TRAF6 et lKK-y(IkappaB kinase-y) (Deng, Wang et al. 2000). Cette 
polyubiquitination active le complexe TAK1 (Transforming growth factor-beta-activated 
kinase 1) qui phosphoryle IKK-y et IKK-|3 resultant en l'activation du complexe IKK 
(Wang, Deng et al. 2001). L'activation des kinases IKK-a et IKK-|3entraine la 
phosphorylation d'lKB (NF-KB inhibitor) menant a sa polyubiquitination de type K-48 et 
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a sa degradation. Le facteur de transcription NF-KB est ainsi libere et peut migrer au 
noyau afin d'activer les genes contenant des sites de liaison NF-KB. Simultanement, 
TAK-1 peut activer differents modules MAP kinases (detailles dans la prochaines 
sections) menant a l'activation d'autres facteurs de transcription comme AP-1. 
En plus du TLR3, le TLR4 peut aussi utiliser la molecule adaptatrice TRIF pour 
induire notamment l'expression des genes des interferons de type l(IFN-a/-(3). Pour 
engager TRIF, le TLR4 doit cependant recruter la proteine adaptatrice TRAM 
(Fitzgerald, Rowe et al. 2003; Yamamoto, Sato et al. 2003). TRIF interagit avec les 
proteines RIP1 (receptor-interacting protein 1) et TRAF6, lesquelles sont responsables 
de l'activation du complexe IKK permettant l'activation du NF-KB (Meylan, Burns et al. 
2004). L'association de TRAF3 avec TRIF permet le recrutement et l'activation de TBK1 
ou d'une kinase de la meme famille IKK-i (aussi appelee IKK-e) (Hacker, Redecke et al. 
2006; Oganesyan, Saha et al. 2006). Ces kinases phosphorylent le facteur de transcription 
IRF-3 implique dans la production des interferons de type l(IFN-ct/-|3) (Fitzgerald, 
McWhirter et al. 2003; Sharma, tenOever et al. 2003). Chez les neutrophiles, nous avons 
demontre que cette voie dependante de TRIF n'est pas activee suite a une stimulation du 
TLR4, et par consequent, le facteur de transcription IRF-3 n'est pas active (Tamassia, Le 
Moigne et al. 2007). II y a seulement activation de la voie dependante de MyD88 menant 
a l'activation de TAK-1 et a l'activation de NF-KB (Thornin Ear, resultats non publies). 
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Figure 8. Signalisation du TLR4 
L'activation du TLR4 induit deux voies de signalisation : une dependante de l'activation 
de MyD88 et 1'autre dependante de TRIF. La voie dependante de MyD88 mene a 
l'activation du facteur de transcription NF-KB, necessaire a la production de cytokines 
alors que la voie dependante de TRIF mene a l'activation de IRF3, necessaire pour la 
production des IFN de type 1. Pour des informations detaillees, veuillez lire le texte de 
cette section. Adaptee de (Uematsu and Akira 2007). 
2.2 Les recepteurs du TNF-a 
Les reponses cellulaires induites par le TNF-a sont mediees par l'un ou 1'autre des 
deux recepteurs du TNF, soit le TNF-RI (55/60kDa) ou le TNF-RII (75/80kDa). Ces 
recepteurs s'assemblent pour former des homotrimeres afin de lier le TNF-a aussi 
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trimerique (Eck and Sprang 1989; Jones, Stuart et al. 1989). Le TNF-RI est le recepteur 
de haute affinite pour le TNF-a soluble, alors que le TNF-RII est le recepteur de haute 
affinite pour le TNF-a membranaire (Grell, Douni et al. 1995; Grell, Wajant et al. 1998). 
Tout comme le TNF-a, ses recepteurs existent sous forme membranaire et sous forme 
soluble. Les formes solubles correspondent a la partie extracellulaire des formes 
membranaires. Les TNF-Rs sont aussi clives par la TACE (Engelmann, Novick et al. 
1990). Ces formes solubles de recepteurs peuvent neutraliser les effets du TNF-a, mais 
elles peuvent aussi stabiliser le TNF-a tout en preservant son activite (Aderka, 
Engelmann et al. 1992). 
Le TNF-RI membranaire est present a la surface de la majorite des cellules alors 
que l'expression du TNF-RII est restreinte aux cellules endotheliales et aux cellules du 
systeme immunitaire (Aggarwal 2003). La liaison du TNF-a induit un changement 
conformationnel des recepteurs qui permet le recrutement de proteines adaptatrices. 
Ainsi, le TNF-RI s'associe a la molecule TRADD (TNF-RI associated death domain 
protein) via son domaine de mort. Par la suite, celle-ci recrute la proteine RIP1 et la 
proteine TRAF2 (Stanger, Leder et al. 1995; Hsu, Huang et al. 1996). Au contraire du 
TNF-RI, le TNF-RII active recrute directement TRAF2 via son motif cytoplasmique TIM 
(TRAF'-interacting motif) (Rothe, Pan et al. 1995). Dans la signalisation des deux 
recepteurs, TRAF2 peut recruter d'autres TRAF comme TRAF1. II est a noter que la 
proteine TRAF2 aurait une plus grande affinite pour la proteine TRADD que pour le 
TNF-RII. Ceci expliquerait pourquoi le TNF-RI, qui utilise TRADD, induit une meilleure 
reponse que le TNF-RII (Park, Ye et al. 2000). 
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Le recrutement de TRAF2 est necessaire pour l'activation des MAP kinases. 
TRAF2 induirait l'activation des MAP kinases kinases kinases (MKKK) ASK1 
(Apoptosis-signal regulating kinase 1) et MEKK1 (MAPK/ERK kinase kinase 1), ce qui 
menerait a l'activation des MAP kinases kinases 1, 2, 4 et 7 (Nishitoh, Saitoh et al. 1998; 
Yuasa, Ohno et al. 1998). Celles-ci activeraient a leur tour les MAP kinases p38, ERK1/2 
et JNK. L'activation de ces MAPK kinases mene a l'activation de facteurs de 
transcription tels qu'AP-1. L'activation des MAP kinases necessite absolument la 
proteine RIP1 tout comme l'activation de la voie NF-KB (Kelliher, Grimm et al. 1998; 
Devin, Lin et al. 2003). Pour la voie NF-KB, RIP-1 active TAK-1 qui active la sous-unite 
regulatrice (IKK-y) du complexe IKK et par consequent la voie NF-KB. 
Ainsi tout comme le TLR4, les recepteurs du TNF-a activent les MAP kinases et le 
facteur de transcription NF-KB, tous impliques a divers degres dans la production des 
cytokines et des chimiokines. 
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Immune and Inflammatory Responses 
Figure 9. Signalisation intracellulaire induite par Ies recepteurs du TNF-cc 
La liaison du TNF-a a ses recepteurs induit le recrutement de molecules adaptatrices 
telles que TRAF2 et RIP1 permettant l'activation du facteur de transcription NF-KB et 
des MAP kinases. Ces evenements menent a l'expression de genes inflammatoires. Pour 
des informations detaillees, veuillez lire le texte de cette section. Extraite de (Dempsey, 
Doyle et al. 2003). 
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2.3 Les sentiers de signalisation des MAP kinases 
Lors de la liaison d'un stimulus a son recepteur, de nombreuses proteines assurent 
la transmission du signal du cytoplasme vers le noyau. Les MAP kinases (mitogen-
activated protein kinases) sont des proteines kinases specialisees dans la transmission de 
ces signaux. Elles definissent des voies de signalisation impliquant un module 
caracteristique de trois kinases activees de facon sequentielle par phosphorylation 
(presente dans la figure 10). II y a tout d'abord activation d'une MAP kinase kinase 
kinase (MKKK) qui active une MAP kinase kinase (MKK) qui a son tour active la MAP 
kinase elle-meme. Quatre modules MAP kinases ont ete caracterises chez les 
mammiferes : la voie ERK1/2, la voie JNK, la voie p38 et la voie ERK5. Ces MAP 
kinases ont plusieurs substrats dont des kinases. 
Mitogens 
I 
A-Raf, B-Raf 
Raf-1. c-Mos 
MEK1 
MEK2 
PDK1 
RSK1 
RSK2 
RSK3 
RSK4 
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ERK2 
MSK1 
MSK2 
Stress/cytokines 
i 
MEKK1-4, DLK, MLK2 
Tpl-2,ASK1,TAK1 
TA01/2 
MEK3 
MEK6 
p38 
isoforms 
MNK2 
MK2 
MK3 
MEK4 
MEK7 
JNK 
1/2/3 
Stimulus 
I 
MAPKKK 
\ 
MAPKK 
I 
MAPK 
\ 
MK 
Figure 10. Module des MAP kinases 
Cette figure illustre la cascade caracteristique d'activation des MAP kinase. II y a d'abord 
activation d'une MAP kinase kinase kinase activant une MAP kinase kinase qui active 
finalement une MAP kinase. Celle-ci a differents substrats dont des kinases. Extrait de 
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(Roux and Blenis 2004). 
Les MAP kinases peuvent etre activees par plusieurs stimuli. Les MAP kinases 
JNK et p38 sont preferentiellement activees par des stress cellulaires incluant les 
cytokines, les chocs osmotiques, l'oxyde nitrique (NO) et les radiations UV. Quant a 
elles, les MAP kinases ERK1/2 sont principalement activees par des signaux 
extracellulaires tels que des facteurs de croissance, des cytokines et des esters de phorbol 
(Pearson, Robinson et al. 2001). 
L'activite catalytique des MAP kinases est regulee par phosphorylation d'une 
sequence peptidique appelee la boucle d'activation. Cette boucle d'activation contient un 
motif Thr-X-Tyr (ou X est un acide amine variable) qui est la cible d'une double 
phosphorylation par les MKK (Crews, Alessandrini et al. 1992; Seger, Seger et al. 1992). 
L'activite enzymatique des MAP kinases requiert absolument cette double 
phosphorylation. La phosphorylation de la threonine modifie le site actif (et done 
l'activite catalytique), alors que la phosphorylation en tyrosine permet l'accessibilite aux 
substrats (Ferrell and Bhatt 1997). L'inactivation des MAP kinases se fait par 
dephosphorylation, principalement par les MKPs (MAP kinases phosphatases). II existe 
actuellement plus d'une dizaine de MKPs connues (Kondoh and Nishida 2007). Ces 
kinases ont une specificite envers les acides amines tyrosine et threonine. La 
dephosphorylation d'un seul acide amine est suffisante pour rendre la kinase inactive. 
Les substrats des MAP kinases sont phosphoryles sur des sequences similaires 
ayant le motif peptidique Ser/Thr-Pro (S/T-P). L'activite des MAP kinases est done 
designee proline directed. Plusieurs substrats potentiels contiennent ce type de sequence. 
La presence de sites d'amarrage specifiques sur les substrats et l'existence de proteines 
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d'echafaudage dictent la specificite de substrats. Les substrats des MAP kinases peuvent 
se retrouver aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau, ce qui implique que les 
MAP kinases peuvent se deplacer d'un compartiment a 1'autre. 
2.3.1 Les MAP kinases ERK1/2 
Les MAP kinases ERK1 (43 kDa) et ERK2 (41 kDa) ont une grande homologie 
entre elles (83%), et sont exprimees de fa?on ubiquiste. Leur abondance relative peut 
cependant varier selon le type cellulaire. Ainsi, chez les cellules du systeme immunitaire 
ERK2 est generalement la forme predominant^. Elles sont activees par double 
phosphorylation sur des acides amines tyrosine et threonine separes par un acide 
glutamique dans leur boucle d'activation (motif TEY). Ces acides amines sont 
phosphoryles avec une efficacite comparable par les kinases MEK1 et MEK2 
{MAPKIERK kinase) (Zheng and Guan 1993; Robinson, Cheng et al. 1996). Celles-ci 
sont phosphorylees par les MKKK, principalement par les isoformes de la famille Raf 
mais aussi par les MEKK1/2/3 et Mos (Yujiri, Sather et al. 1998; Rapp, Gotz et al. 2006). 
Les kinases ERK1 et ERK2 peuvent etre retrouvees dans divers compartiments 
cellulaires selon le type cellulaire. Suite a leur phosphorylation, les MAP kinases ERK1 
et ERK2 peuvent changer de localisation cellulaire et phosphoryler des substrats 
distribues dans divers compartiments intracellulaires. 
2.3.1.1 Les substrats de ERK1/2 
Les substrats des MAP kinases ERK1 et ERK2 sont des proteines de diverses 
natures: des proteines membranaires, des proteines du cytosquelette, des enzymes aux 
fonctions multiples et des proteines nucleaires incluant des facteurs de transcription et des 
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proteines architecturales de la chromatine. En ce qui concerne les facteurs de 
transcription, quelques-uns sont directement phosphoryles par les kinases ERK1/2, alors 
que d'autres sont actives par l'entremise d'autres kinases activees par ce meme module 
MAP kinase. Parmi les facteurs de transcription phosphoryles par ce module MAP 
kinase, on recense NFAT, ATF-2, EIk-1, c-Fos, CREB, STAT3, C/EBPp et MEF2 (Chen, 
Abate et al. 1993; Buck, Poli et al. 2001; Hazzalin and Mahadevan 2002; Murphy, Smith 
et al. 2002). En general, leur phosphorylation augmente leur activite transcriptionnelle. 
Des etudes ont aussi demontre que les MAP kinases ERK1/2 pouvaient interagir 
directement avec certains promoteurs geniques et affecter la transcription de ces genes . 
Effectivement, il a ete demontre que ces kinases pouvaient lier des promoteurs contenant 
notamment des sites de liaison pour le facteur de transcription AP-1 (Benkoussa, Brand et 
al. 2002). Ce recrutement sur la chromatine pourrait peut-etre medier l'activation de 
certaines composantes de la machinerie transcriptionnnelle puisque l'ARN polymerase II 
et la proteine TBP peuvent etre phosphorylees par ERK1/2 (Biggs, Ahn et al. 1998; 
Oelgeschlager 2002). 
Parmi les kinases activees par les MAP kinases ERK1/2, il ya les RSKs, les MNKs 
et les MSKs. Les deux dernieres sont des substrats qu'elles partagent avec les p38 MAP 
kinases alors que les kinases RSKs (p90 ribosomal S6 kinases) represented des substrats 
exclusifs de la voie des MAP kinases ERK1/2. Chez l'humain, il existe 4 isoformes RSKs 
(RSK1-4) ayant une homologie de 73-80% en acides amines (Roux and Blenis 2004). 
Ces kinases ont deux domaines kinases dont certains acides amines sont la cible de 
plusieurs kinases dont les ERK1/2 et PDK1 (Dalby, Morrice et al. 1998). Suite a leur 
phosphorylation initiale par ERK1/2 dans le domaine C-terminal, les RSKs 
42 
s'autophosphorylent pour permettre le recrutement de PDK1 qui permet l'activation du 
domaine N-terminal des RSKs, responsable de la phosphorylation de leurs substrats 
(Roux and Blenis 2004). Le premier substrat identifie des RSKs fut comme son nom 
l'indique la proteine ribosomale S6 (Erikson and Mailer 1985). Cependant, on sait 
aujourd'hui que les RSKs ne sont pas les kinases principales impliquees dans l'activation 
de la proteine S6, mais plutot les kinases S6K1 et S6K2 (aussi appelees p70 S6) (Martin 
and Blenis 2002). Les kinases RSKs phosphorylent divers facteurs de transcription 
comme C/EBPp\ CREB et c-Fos, ce qui augmente leur potentiel de transactivation 
genique (Chen, Abate et al. 1993; De Cesare, Jacquot et al. 1998; Pierrat, Correia et al. 
1998). De plus, elles peuvent aussi phosphoryler les histones H3 sur la chromatine et le 
co-activateur transcriptionel CBP pour favoriser la transcription (Nakajima, Fukamizu et 
al. 1996; Sassone-Corsi, Mizzen et al. 1999; Schmitt and Nebreda 2002). 
Les MNK1/2 {MAPK-interacting kinases) sont aussi des kinases qui peuvent etre 
activees par les MAP kinases ERK1/2, mais aussi par les MAP kinases p38 (Waskiewicz, 
Flynn et al. 1997; Wang, Flynn et al. 1998). Ces kinases MNKs sont issues de deux genes 
differents, qui par epissage alternatif peuvent generer 2 variantes pour chaque gene 
(MNKla/b et MNK2a/b). MNKla interagit avec les kinases ERK2 et p38a/(3et est 
phosphorylee par ces memes kinases, alors que MNK2b interagit seulement avec ERK2. 
L'activite basale de MNKla est tres faible, mais elle est fortement induite par les stimuli 
activant les MAP kinases p38a/|3et ERK1/2 (Waskiewicz, Flynn et al. 1997; Wang, 
Flynn et al. 1998; Waskiewicz, Johnson et al. 1999). L'activite basale de MNKlb est plus 
elevee que celle de MNKla, mais elle n'est pas inductible (O'Loghlen, Gonzalez et al. 
2004; O'Loghlen, Gonzalez et al. 2007). Quant a l'activite des MNK2, MNK2a a une 
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forte activite basale qui n'est pas reellement affectee par des stimulations alors que 
MNK2b n'a pas vraiment d'activite dans toutes conditions (Scheper, Morrice et al. 2001). 
Le premier substrat decouvert des kinases MNKla/2a, et par consequent le plus etudie, 
est le facteur d'initiation eIF4E du complexe d'initation de la traduction eIF4F 
(Waskiewicz, Flynn et al. 1997). Le facteur eIF4E recrute l'ARNm dans ce complexe en 
interagissant avec la coiffe en 5' de cet ARNm qui contient une guanosine methylee 
(Sonenberg and Dever 2003). La phosphorylation d'eIF4E en Ser 209 regulerait a la 
hausse son activite quoiqu'on debatte encore du role exact de cette phosphorylation dans 
la traduction. Elle pourait representer un evenement positif transitoire entre l'initiation de 
la traduction et la continuation de celle-ci (Scheper and Proud 2002). On connalt 
maintenant d'autres cibles des MNKs, telle la proteine hnRNP Al qui lie les sequences 
riches en adenosine et en uridine dans la region non traduite en 3' de l'ARNm (element 
ARE). Cette proteine est impliquee dans l'epissage alternatif, l'export nucleaire et le 
controle de la stabilite des ARNm. Chez les lymphocytes T, la phosphorylation de 
hnRNP A1 par MNK1/2 est impliquee dans la production du TNF-ct (Buxade, Parra et al. 
2005). Cette phosphorylation de hnRNP A1 diminue sa capacite a Her les ARE et annule 
son effet represseur sur la traduction de cette cytokine. La production de l'IL-6, du TNF-
a, de MCP-1 et de l'IL-8 est aussi affectee par l'inhibition de MNK1/2 chez les 
macrophages de souris et humains (Andersson and Sundler 2006; Cherla, Lee et al. 2006; 
Rowlett, Chrestensen et al. 2008). 
Ainsi, 1'activation de diverses composantes transcriptionnelles, post-
transcriptionnelles et traductionnelles par les MAP kinases ERK1/2 est grandement 
impliquee dans la regulation de l'expression genique des cytokines et des chimiokines. 
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2.3.2 Les MAPK p38 
La famille des MAP kinase p38 est constitute de 4 genes encodant p38a, p38(3, 
p38y et p385. Ces genes partagent une homologie d'environ 60%. Plusieurs isoformes de 
p38 peuvent etre generes a partir de chaque gene (Zarubin and Han 2005). La premiere 
MAP kinase p38 decouverte chez les mammiferes, p38a, a ete initialement identifiee 
comme une proteine phosphorylee en tyrosine en reponse a une stimulation au LPS (Han, 
Lee et al. 1994). Peu de temps apres cette decouverte, il a ete demontre que cette proteine 
avait une grande importance dans la production des cytokines inflammatoires (Lee, 
Laydon et al. 1994). Les MAP kinases p38 sont activees par double phosphorylation du 
motif TGY dans leurs boucles d'activation. Les MAP kinases p38 peuvent etre activees 
par la MKK6 (pour tous les isoformes) ou par la MKK3 (dans le cas de p38a et p38|3) 
(Goedert, Cuenda et al. 1997; Enslen, Raingeaud et al. 1998). L'utilisation de mutants 
inactifs ou constitutivement actifs de MKK3 et MKK6 ainsi que celle des inhibiteurs 
pharmacologiques de type pyridinyl imidazole (comme le SB 203580) a permis 
d'identifier une multitude de genes dont 1'expression repose sur l'activite des MAP 
kinases p38. Ces genes peuvent etre des facteurs de transcription, des recepteurs 
cellulaires, des proteines impliquees dans le controle de l'apoptose et evidemment des 
cytokines et des chimiokines. 
2.3.2.1 Les substrats des MAPKs p38 
La moitie des substrats des MAPKs p38 sont des facteurs de transcription; il est 
done evident que ces kinases sont impliquees dans le controle de 1'expression genique. 
En effet, les MAPKs p38 phosphorylent, directement ou indirectement par l'activation 
d'autres kinases, une vaste gamme de facteur de transcription tels qu'ATF-1, ATF-2, 
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C/EBPp, CHOP-10 ou C/EBPC, MEF2D, Elk-1, NFAT (Raingeaud, Gupta et al. 1995; 
Tan, Rouse et al. 1996; Wang and Ron 1996; Gomez del Arco, Martinez-Martinez et al. 
2000; Ambrosino, Iwata et al. 2006; Seymour, Roberts et al. 2006; Horie, Ishida et al. 
2007; Rampalli, Li et al. 2007). Les MAPKs p38 peuvent aussi Iier des sequences 
enhancer sur les promoteurs de certains genes (Simone, Forcales et al. 2004). Elles 
peuvent aussi interagir directement avec l'ARN polymerase II (Alepuz, de Nadal et al. 
2003). De plus, les MAPKs p38 peuvent phosphoryler des facteurs de transcription dits 
generaux initiant la transcription comme la proteine TBP {TATA box binding protein). La 
phosphorylation de TBP augmente sa liaison sur la boite TATA et favorise son 
interaction avec certains facteurs de transcription tels c-Jun et NF-KB (Carter, Knudtson 
et al. 1999; Carter, Tephly et al. 2001). 
Tout comme les MAPKs ERK1/2, les MAPKs p38 comptent aussi des kinases 
parmi leurs substrats. Comme nous l'avons vu plus tot, elles ont en commun les substrats 
MSK-1/2 et MNK1/2. Les MAPKs p38 phosphorylent aussi d'autres substrats comme les 
kinases MK2/3. La kinase MK2 a d'ailleurs ete le premier substrat identifie des MAPKs 
p38 (Freshney, Rawlinson et al. 1994; Rouse, Cohen et al. 1994). Celle-ci, tout comme 
MK3, peut phosphoryler plusieurs substrats tels CREB, HSP27, ATF-1 et LSP-1. La 
kinase MK2 peut aussi phosphoryler la tristetrapolin (TTP) et HuR, des proteines 
impliquees dans la controle de la stabilite des ARN messagers (Mahtani, Brook et al. 
2001; Tran, Maurer et al. 2003). Quant a elles, les kinases nucleaires MSK-1/2 
phosphorylent directement le facteur de transcription CREB (une section entiere de cette 
these est reservee a la description de celui-ci) (Deak, Clifton et al. 1998). Les kinases 
MSK1/2 comme les RSKs peuvent aussi phosphoryler des proteines associees a la 
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chromatine comme l'histone H3 et favoriser la transcription (Soloaga, Thomson et al. 
2003). 
En somme, les MAPKs interviennent a plusieurs niveaux dans la transmission des 
signaux intra- et extracellulaires menant a l'induction de l'expression genique, que ce soit 
au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel ou traductionnel. 
Dans la prochaine section, nous allons porter notre attention sur les mecanismes 
moleculaires impliques dans la regulation de la production des cytokines en insistant 
davantage sur la transcription de ces genes. 
3. REGULATION DE LA PRODUCTION DES CYTOKINES 
La nature des cytokines et des chimiokines produites ainsi que le moment et le 
lieu de leur production sont des facteurs determinants dans l'etablissement d'une reponse 
immune appropriee. Tel que decrit plus tot, les neutrophiles, via la production precoce de 
ces mediateurs notamment, peuvent orchestrer cette reponse immunitaire. Afin d'eviter 
une reponse abusive du systeme immunitaire, l'expression de ces genes doit cependant 
etre etroitement controlee, aussi bien chez les neutrophiles que les autres types 
cellulaires. A 1'oppose, l'expression aberrante de ces mediateurs est souvent associee a 
des maladies inflammatoires chroniques telles l'arthrite rhumatoi'de, l'osteoarthrite, 
l'asthme severe, l'atherosclerose, les cancers, les pneumonies bacteriennes, la goutte et 
les maladies inflammatoires des intestins (Chung and Barnes 1999; Baggiolini and 
Loetscher 2000; Baggiolini 2001; Gerard and Rollins 2001; Strieter 2001; Szekanecz, 
Kim et al. 2003; Goldring and Goldring 2004; Zernecke and Weber 2005). Dans toutes 
ces pathologies inflammatoires, une presence massive de neutrophiles est observee, de 
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meme que des quantites considerables de cytokines et chimiokines au niveau des tissus-
ou organes-cibles. Dans bien des cas, cette augmentation de l'expression de ces cytokines 
et chimiokines est attribuable aux neutrophiles. II est done imperatif de determiner ies 
mecanismes regissant leur expression chez ces cellules. 
Comme nous l'avons vu precedemment, la production des chimiokines et des 
cytokines est un processus generalement inductible. La regulation de leur expression 
s'effectue a plusieurs niveaux: la transcription, l'epissage de l'ARNm, la stabilte de 
PARNm, la traduction et les modifications post-traductionnelles (Brivanlou and Darnell 
2002; Escoubet-Lozach, Glass et al. 2002; Holloway, Rao et al. 2002). La principale 
etape regulatoire se situe cependant au niveau de l'initiation de la transcription genique 
(Tsuruta, Arai et al. 1998; Escoubet-Lozach, Glass et al. 2002; Kracht and Saklatvala 
2002; Richmond 2002; Amiri and Richmond 2003). Les neutrophiles ne font pas 
exception, la production des cytokines et chimiokines inflammatoires etant 
typiquemement precedee par une accumulation des messagers correspondants. Dans les 
prochaines pages, on presentera un rappel de quelques composantes-cles impliquees dans 
la transcription genique, avec une attention particuliere sur les facteurs de transcription. 
3.1 L'ARN polymerase et les facteurs de transcription generaux 
Chez les eucaryotes, la transcription des genes de classe II (encodant des ARNm) 
necessite le recrutement d'une multitude de facteurs proteiques. Au cceur de ce 
mecanisme de transcription se trouve l'ARN polymerase II ADN-dependante, un 
complexe multiproteique (constitue de 12 sous-unites pour une masse totale d'environ 0,5 
MDa) qui, comme son nom l'indique, transcrit l'ADN en ARN. Seule, l'ARN 
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polymerase II est incapable d'initier la transcription d'un gene. Les facteurs generaux de 
transcription (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH) sont indispensables a ce 
processus. Ces facteurs generaux, en s'associant a la region promotrice d'un gene de 
classe II, echafaudent un complexe de pre-initiation qui assurera la reconnaissance et la 
liaison de TARN polymerase II a ce promoteur. 
3.2 Les elements structuraux des promoteurs geniques 
3.2.1 Les promoteurs eucaryotes 
Le promoteur est la region regulatrice situee en amont d'un gene qui, via la liaison 
de facteurs agissant en trans, determine l'activite transcriptionnelle du gene qu'il precede. 
Le promoteur contient des sequences specifiques de nucleotides (element cis) qui sont 
reconnues par les facteurs de transcription pour favoriser la liaison de l'ARN polymerase 
II et initier la transcription genique. Le promoteur basal ou minimal est la region 
permettant la liaison du complexe basal de transcription; il est generalement situe a 
environ 35 pb en amont du site d'initiation de la transcription. Le promoteur proximal, 
quant a lui, est la region regulatrice minimale du gene. Elle couvre environ 250 pb en 
amont du site d'initiation de la transcription et contient les sequences de liaison pour les 
facteurs de transcription. Les promoteurs peuvent agir de concert avec d'autres regions 
regulatrices distales telles que les enhancers et silencers. Le promoteur distal contient les 
sequences en 5', situees au-dela de la position -250 bp. Les sequences des promoteurs 
chez les eucaryotes sont extremement diversifiees sont done difficiles a categoriser. 
Cependant, on retrouve une ou plusieurs sequences specifiques dans les promoteurs 
minimaux (illustre dans la figure 11) telles que la boite TATA, l'element initiateur (Inr), 
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l'element en aval du promoteur minimal (DPE) et l'element de reconnaissance TFI1B 
(BRE) (Thomas and Chiang 2006). 
-37 to -32 - 3 1 to -26 
BRE TATA 
TFIIB TATA Box 
Recognition 
Element 
-2 to +4 
I± 
Inr 
Initiator 
GGG 
CCA CGCC TATAAA 
+ V T Dm: T C A ^ T ^ 
Hs: PyPyAN^PyPy 
+28 to +32 
DPE 
Downstream 
Promoter 
Element 
P G T ? A G T T C 
Figure 11: Architecture du promoteur basal des genes eucaryotes. 
Le promoteur basal ou minimal peut etre compose de ces 4 elements. Leurs sequences 
consensus et leurs positions respectives par rapport au site d'initation de la transcription 
sont indiquees. (Dm : Drosophila Melanogaster et Hs : Homo sapiens). Extraite de 
(Butler and Kadonaga 2002). 
La bolte TATA se retrouve chez la majorite des genes et constitue le site de liaison 
de la sous-unite TBP (TATA box-binding protein) du complexe multiproteique TFIID 
(Gannon, O'Hare et al. 1979). Sa liaison a la bolte TATA enclenche la formation du 
complexe de pre-initiation de la transcription. La sequence 5'-TATAAA-3' est souvent 
situee 25-30 pb en amont du site d'initation de la transcription. Plusieurs genes ne 
possedent pas de boite TATA, et utilisent done d'autres structures pour induire la 
transcription. 
L'element initiateur (Inr) est fonctionnellement similaire a la boite TATA et est 
souvent retrouve chez les genes qui en sont depourvus. Son role est lui aussi de diriger la 
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formation du complexe de pre-initiation, determiner le site d'initiation de la transcription, 
et favoriser les actions des activateurs liant le promoteur. L'Inr est situe a la position du 
site d'initation de la transcription et est compose d'une sequence consensus riche en 
pyrimidine 5'-PyPyAN(T/A)PyPy-3'. La liaison de TFIID a l'lnr est influencee par TFIIA 
et le cofacteur de 1'initiateur dependant des TAFs (Kaufmann, Verrijzer et al. 1996; 
Emami, Jain et al. 1997). Dans les promoteurs dependants de la boite TATA, il peut agir 
de concert avec celui-ci pour augmenter l'efficacite de la transcription (O'Shea-
Greenfield and Smale 1992). 
L'element en aval du promoteur minimal (DPE) est compose d'une sequence 
consensus 5'-RG(A/T)CGTG-3' et est situe environ 30 pb apres le site d'initiation de la 
transcription. II serait principalement retrouve chez les genes n'ayant pas de boite TATA 
et agirait en combinaison avec l'lnr pour diriger l'initiation specifique de la transcription 
(Burke and Kadonaga 1996). 
L'element de reconnaissance TFIIB (BRE) est retrouve chez un nombre 
considerable de promoteurs eucaryotes. II est compose de la sequence consensus 5'-
(G/C)(G/C)(G/A)CGCC-3' et est situe juste avant la boite TATA a la position -32 a -38 
pb. Cet element lie specifiquement TFIIB afin de favoriser l'assemblage du complexe 
d'initiation de la transcription (Lagrange, Kapanidis et al. 1998). 
II existe aussi d'autres elements comme le DCE {downstream core element) ou le 
MTE {motif ten element) qui assurent eux aussi le recrutement du complexe TFIID au 
promoteur, et done la formation du complexe de pre-initiation de la transcription. 
Chez les cellules eucaryotes, le recrutement et la liaison de la machinerie 
transcriptionnelle sur les promoteurs est cependant genee par la compaction de 1'ADN en 
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chromatine. La chromatine est une structure hautement organisee qui est constitute d'une 
succession de nucleosomes (composes de proteines appelees histones et d'ADN). Ceux-ci 
peuvent induire differents niveaux de compaction d'ordre superieur de la chromatine plus 
ou moins favorable au recrutement des proteines de la machinerie transcriptionnelle. 
L'action coordonnee de facteurs de transcription inductibles et de proteines appelees co-
activateurs permet de lever cet etat repressif de la chromatine et mene au recrutement de 
la machinerie transcriptionnelle sur les promoteurs geniques. Les facteurs de transcription 
peuvent acceder a certaines sequences-cibles sur les promoteurs ou sur les enhancers des 
genes. lis permettent le recrutement de co-activateurs qui possedent notamment une 
activite histone acetyltransferase ou une activite de remodelage de la chromatine ATP-
dependante. L'acetylation des histones favorise generalement la decompaction de la 
chromatine et favorise par consequent l'initation de la transcription. 
3.3 Les facteurs de transcription inductibles ou specifiques 
Les facteurs de transcription sont des proteines generalement composees d'un 
domaine de liaison a l'ADN, d'un domaine d'activation, d'un domaine de dimerisation et 
dans certains cas, d'un domaine de liaison avec leur ligand (ex: hormone steroidienne). 
Le domaine de liaison a l'ADN permet evidemment au facteur de transcription de lier sa 
sequence de reconnaissance sur le promoteur d'un gene donne, pour ensuite exercer sa 
fonction via le domaine d'activation et ainsi reguler la transcription genique. Le domaine 
d'activation est generalement la cible de modifications post-traductionnelles, telles que la 
phosphorylation et l'acetylation, modifiant sa capacite d'interagir avec les co-activateurs, 
co-represseurs ou proteines de la machinerie transcriptionnelle. Les co-activateurs, co-
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represseurs et co-regulateurs ne possedent generalement pas de domaine de liaison a 
I'ADN et ont done obligatoirement besoin d'interagir avec Ies facteurs de transcription 
pour effectuer Ieurs fonctions. 
II existe environ 2600 proteines dans le genome humain qui contiennent un 
domaine de liaison a l'ADN et sont done potentiellement des facteurs de transcription 
impliques dans la regulation des 20000 a 30000 genes presents (Babu, Luscombe et al. 
2004). L'etude des sequences de promoteurs de cytokines et de chimiokines a revele 
l'importance de quelques families de facteurs dans la transcription de celles-ci, 
notamment les facteurs NF-KB {Nuclear factor-kappa B), AP-1 {Activator protein-1), 
C/EBP {CCAAT enhancer binding protein), STAT {Signal transducer and activator of 
transcription) et CREB (cAMP response element binding protein) (Tsuruta, Arai et al. 
1998; Escoubet-Lozach, Glass et al. 2002; Holloway, Rao et al. 2002; Kracht and 
Saklatvala 2002; Nikolajczyk 2006). Le recrutement selectif de ces facteurs 
transcriptionnels sur les sequences regulatrices des promoteurs ainsi que leur association 
permet la formation d'un complexe nomme enhanceosome (Merika and Thanos 2001; 
Holloway, Rao et al. 2002; Panne 2008). On peut illustrer ceci en prenant l'exemple du 
gene de l'IL-8, une CXC chimiokine etudiee dans la presente these. Une majeure partie 
de la regulation de son expression s'effectue au niveau transcriptionnel. Une region 
relativement petite en 5' du gene de l'IL-8 (nucleotides -1 a -133) est essentielle et 
suffisante pour son induction transcriptionnelle par la plupart des stimuli chez plusieurs 
types cellulaires (Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Cette sequence du promoteur 
proximal contient un site NF-KB, essentiel pour l'activation de l'IL-8 dans tous les types 
de cellules etudies (Roebuck 1999; Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Cette region 
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contient aussi un site AP-1, un site C/EBP, un site OCT-1 (Octamer binding protein-1), 
un site CREB et un site NRF (NF-KB repressing factor) (Matsusaka, Fujikawa et al. 
1993; Stein and Baldwin 1993; Wu, Lai et al. 1997; Nourbakhsh, Kalble et al. 2001). 
Contrairement au site NF-KB, ces sites ne sont pas essentiels pour 1'induction, mais sont 
requis pour l'expression maximale du gene de I'IL-8 (Roebuck 1999; Hoffmann, Dittrich-
Breiholz et al. 2002; Richmond 2002). 
Dans les prochaines sections, les facteurs de transcription N F - K B , C/EBP et 
CREB et leurs mecanismes d'activation seront presentes dans le contexte de l'expression 
des cytokines et des chimiokines. 
3.3.1 Le facteur de transcription NF-KB 
Le facteur NF-KB a ete originellement identifie comme une molecule-cle dans 
l'activation de la transcription genique chez le lymphocyte B (Sen and Baltimore 1986). 
On sait maintenant que son expression est ubiquiste et qu'il est implique dans l'activation 
de plusieurs genes associes au systeme immunitaire et a I'inflammation, de meme qu'a de 
nombreux autres processus physiologiques (Beinke and Ley 2004). Le facteur NF-KB est 
un facteur de transcription dimerique appartenant a la famille de proteines contenant un 
domaine d'homologie Rel (RHD), qui inclut les proteines p65/RelA, p50/NF-KBl, 
p52/NF-KB2, RelB et c-Rel. Les sous-unites p65, RelB et c-Rel possedent un domaine de 
transactivation qui est la cible de nombreuses phosphorylations essentielles a leur 
capacite de transactivation. La forme predominate de NF-KB dans les cellules de 
mammiferes se lie a l'ADN en tant que heterodimere forme des proteines p50 et 
p65/RelA (Baeuerle and Baltimore 1989; Urban, Schreck et al. 1991). Les homo-ou 
heterodimeres de p50 et p52 sont generalement des represseurs des genes contenant des 
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sites KB (Lernbecher, Muller et al. 1993). Dans les cellules au repos, les dimeres NF-KB 
sont typiquement sequestres dans le cytoplasme sous forme inactive par les proteines 
inhibitrices de NF-KB (IKB) (Baeuerle and Baltimore 1988). Dans la cascade d'activation 
classique ou canonique (illustree dans la figure 12), suite a diverses stimulations 
notamment par le LPS et le TNF-a, les proteines IKB sont phosphorylees sur les serines 
32 et 36 par un complexe IKK forme des proteines kinases IKKa et IKK|3 et d'une 
TNFn 
!L1 CD40 
Figure 12. Voies d'activation classique et alternative du NF-KB. 
Plusieurs stimuli extracellulaire activent le facteur de transcription NF-KB. II existe deux 
voies principales d'activation du facteur NF-KB : la voie classique et la voie alternative. 
Dans la premiere voie, les kinases IKK1 (IKKa) et les IKK2 (IKK|3) phosphorylent la 
proteine IKB-CC, ce qui cible cette proteine pour une degradation rapide par le proteasome. 
La degradation d'lKB-cc permet la liberation du facteur NF-KB (principalement p50/p65) 
permettant a celui-ci d'aller se lier a ses sequences-cibles sur les promoteurs geniques et 
mene utlimement a l'expression de ces genes. Dans la seconde voie, la kinase IKKa, 
activee par NIK, phosphoryle plOO menant a sa degradation partielle par le proteasome 
pour former p52. Le facteur NF-KB (p52/RelB) peut alors transactiver ses genes-cibles. 
Extraite de (Chen and Greene 2004). 
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molecule regulatrice IKKy/Nemo (Traenckner, Pahl et al. 1995; DiDonato, Hayakawa et 
al. 1997; Mercurio, Zhu et al. 1997; Woronicz, Gao et al. 1997; Rothwarf, Zandi et al. 
1998). La phosphorylation cible les proteines IKB pour I'ubiquitination et la degradation 
par le proteasome 26S, liberant du meme coup le facteur NF-KB (Chen, Hagler et al. 
1995; DiDonato, Mercurio et al. 1996). Celui-ci peut alors migrer dans le noyau et lier les 
sites NF-KB (sequence consensus: 5'-GGGRNYYYCC-3' ou R est une purine, Y est une 
pyrimidine et N est n'importe quel nucleotide) presents sur certains genes. Le facteur N F -
KB peut aussi etre active par la voie d'activation non-canonique ou alternative. Dans cette 
voie, les kinases NIK et IKKa phosphorylent la proteine NF-KB2 OU plOO, suivie de son 
ubiquitination et sa proteolyse partielle, generant p52. Les complexes p52-RelB peuvent 
migrer au noyau et activer leurs genes-cibles. Les stimuli induisant cette voie sont 
beaucoup plus rares que ceux activant la voie classique. 
La sous-unite p65 est la composante transcriptionnellement active du dimere 
classique de NF-KB necessaire pour la transcription genique (Schmitz and Baeuerle 
1991). Elle est la cible de nombreuses phosphorylations mediees par plusieurs kinases 
(illustre dans la figure 13). Des phosphorylations en Ser 276 dans le RHD de p65, 
notamment par la PKAc (Proteine kinase A catalytique) et la MSK1 peuvent favoriser 
I'association de p65 avec les co-activateurs CBP/p300 (Zhong, SuYang et al. 1997; 
Zhong, Voll et al. 1998; Vermeulen, De Wilde et al. 2003). La proteine p65 non-
phosphorylee s'associerait avec une histone deacetylase (HDAC-1) (Zhong, May et al. 
2002). Ainsi, l'etat de phosphorylation de cet acide amine pourrait determiner la capacite 
de p65 a reprimer ou activer la transcription via la recrutement d'enzymes modifiant 
l'etat d'acetylation des histones (Dong, Jimi et al. 2008). 
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Figure 13. Sites de phosphorylation de p65 
La position des sites de phosphorylation de la proteine p65 et les kinases impliquees dans 
ces phosphorylations sont presentees. Extraite de (Schmitz, Mattioli et al. 2004). 
La phosphorylation en Ser 311 de p65 par la PKC^ favoriserait aussi 1'interaction 
entre p65 et CBP (Anrather, Csizmadia et al. 1999; Duran, Diaz-Meco et al. 2003). La 
phosphorylation en Ser 529 de p65 par la CKII et/ou les kinases IKKa/(3 a aussi ete 
rapportee, mais sa fonction demeure obscure (Wang, Westerheide et al. 2000; O'Mahony, 
Montano et al. 2004). La phosphorylation en Ser 536 par IKKa/p\ TBK1 et/ou RSK1, 
favoriserait aussi la capacite transactivationnelle de p65, mais aucune interaction avec des 
co-activateurs ou des composantes de la niachinerie transcriptionnelle dependante de 
cette phosphorylation n'est connue a ce jour (Sakurai, Chiba et al. 1999; Kishore, Huynh 
et al. 2002; Fujita, Taniguchi et al. 2003). 
Plusieurs genes de cytokines et de chimiokines sont controlees par le facteur NF-KB 
telles le TNF-a, l'IL-la/p\ l'IL-lra, l'IL-12, l'IL-8, le Gro-a, le MIP-lp, l'IP-10 et le 
MIP-3a (Beinke and Ley 2004). 
Avant le debut de mes etudes graduees, nos connaissances sur le facteur de 
transcription NF-KB et son implication fonctionnelle chez les neutrophiles etaient assez 
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Iimitees. Le Dr McDonald a rapporte l'expression de p65/RelA, p50 et c-Rel alors que 
p52 et RelB ne sont pas exprimees. Au contraire des autres types cellulaires, les 
neutrophiles au repos presentent une localisation cytoplasmique et nucleaire de ces 
proteines incluant la proteine inhibitrice IKB-O: (McDonald, Bald et al. 1997; Vancurova, 
Miskolci et al. 2001). La stimulation des neutrophiles induit la degradation de la proteine 
IKB-a et la liaison a l'ADN de l'heterodimere p50/p65 (McDonald, Bald et al. 1997). Par 
la suite, nous avons demontre que les kinases IKKa, IKK(3 et IKKy etaient exprimees 
chez les neutrophiles et qu'elles localisaient aussi dans les compartiments cytoplasmique 
et nucleaire (Ear, Cloutier et al. 2005). Nous avons aussi observe que les proteines IKK|3 
et IKKy sont phosphorylees dans les deux compartiments suite a la stimulation au TNF-
a et au LPS. Dans cette meme etude, nous avons aussi observe la phosphorylation en Ser 
536 de p65 par IKKfS suite a ces memes stimulations. Ces observations laissaient 
fortement presager un role de NF-KB dans la production de cytokines et de chimiokines 
chez les neutrophiles et comme on le verra plus loin, c'est en partie ce a quoi le premier 
article de cette these s'est interesse. 
3.3.2 Les facteurs de transcription C/EBP 
Un autre facteur implique dans la transcription de nombreux genes de chimiokines 
et de cytokines est le facteur de transcription C/EBP. Le premier membre de la famille 
C/EBP, la proteine C/EBP-a, a ete identified comme un facteur thermostable dans le 
noyau d'hepatocytes de rat (Landschulz, Johnson et al. 1988). Des etudes detaillees sur 
cette proteine ont d'ailleurs permis la decouverte du motif basique a fermeture-eclair ou 
basic leucine zipper (bZIP, presente a la figure 14) (Landschulz, Johnson et al. 1989). Ce 
motif permet la dimerisation ainsi que la liaison a l'ADN des proteines qui le contiennent. 
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On retrouve ce motif chez de nombreux autres facteurs de transcription, comme les 
membres des families AP-1 et CREB. 
Figure 14. Motif basique a fermeture-eclair (bZIP) des proteines C/EBP 
Cette figure presente l'homodimere de C/EBP liant sa sequence consensus sur l'ADN. 
L'homodimere est forme grace a la formation d'un motif appele leucine zipper. Tiree de 
(Johnson 2005) 
Jusqu'a maintenant, six genes de cette famille ont ete repertories, selon la 
nomenclature proposee par Cao et ses collaborateurs : C/EBPa, P, 5, z, y et t, (Cao, 
Umek et al. 1991). Cependant, ses six genes peuvent generer plusieurs isoformes de 
differentes tailles par divers mecanismes (voir en figure 15). Effectivement, differents 
polypeptides peuvent etre produits pour C/EBPa et C/EBPP, soit par un usage alternatif 
de codons d'initiation de la traduction dans un raeme ARNm, soit par proteolyse regulee 
(Descombes and Schibler 1991; Ossipow, Descombes et al. 1993; Welm, Timchenko et 
al. 1999). Ainsi, l'ARNm de C/EBPa peut generer deux polypeptides, un de 42kDa et un 
autre de 30kDa, la plus petite forme ayant une potentiel transcriptionnel plus faible (Lin, 
MacDougald et al. 1993; Ossipow, Descombes et al. 1993). L'ARNm de C/EBPp peut 
produire trois isoformes, un de 38kDa (LAP*), un de 35kDa (LAP) et un de 20kDa (LIP). 
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Les deux premiers contiennent les domaines d'activation et le domaine bZIP, tandis que 
la plus courte ne possede que le domaine bZIP, et agit par consequent comme un 
inhibiteur des fonctions des C/EBP en formant des heterodimeres non fonctionnels avec 
les autres membres (Descombes and Schibler 1991). Pour ce qui est de C/EBPe, 
l'utilisation alternative de promoteurs et l'epissage alternatif generent 4 isoformes 
(32kDa, 30kDa, 27kDa et 14kDa). Le potentiel d'activation de l'isoforme de 30kDa est 
plus faible que celui de 32kDa tandis que l'isoforme de 14kDa agit comme represseur 
puisqu'il lui manque le domaine d'activation transcriptionnelle (Yamanaka, Kim et al. 
1997; Lekstrom-Himes 2001). 
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Figure 15. Representation schematique des membres de la famille C/EBP 
Le motif leucine zipper (ZIP) est presente en jaune, et les lignes noires represented les 
residus leucines dans ce motif. Le domaine basique de liaison a l'ADN (B) est montre en 
rouge. La position des domaines d'activation (AD) et des domaines de regulation 
negative (RD) sont represent.es en vert et en bleu, respectivement. Le point 
d'interrogation indique que la presence d'un domaine d'activation dans la region N-
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terminate de C/EBP^ dont la position exacte reste a etre determinee. Extraite de (Ramji 
and Foka 2002). 
Grace a leur leucine zipper, les C/EBP peuvent homodimeriser ou heterodimeriser 
entre eux et ce, dans toutes les combinaisons possibles (Ramji and Foka 2002). Cette 
dimerisation empecherait la degradation des C/EBP par le proteasome, et stabilise le 
complexe ADN-C/EBP (Hattori, Ohoka et al. 2003). Etant donne les differents potentiels 
de transactivation genique de chaque membre, la nature de la dimerisation a un impact 
sur la regulation des genes cibles (Poli, Mancini et al. 1990; Kinoshita, Akira et al. 1992; 
Ramji, Vitelli et al. 1993; Williams, Baer et al. 1995). De plus, les C/EBP peuvent 
interagir avec d'autres facteurs de transcription ayant ou non un bZIP tel p50, p65, 
CREB-1, ATF-2, c-Jun, c- Fos (LeClair, Blanar et al. 1992; Stein, Cogswell et al. 1993; 
Hsu, Kerppola et al. 1994; Tsukada, Saito et al. 1994; Shuman, Cheong et al. 1997). Les 
C/EBP se lient a la sequence consensus ATTGCGCAAT sur les promoteurs geniques, 
bien qu'ils puissent aussi Her des variantes selon la nature du dimere forme (Miller, 
Shuman et al. 2003). 
La regulation de l'activite des C/EBP s'effectue a plusieurs niveaux, par des 
changements de leur expression, de leur localisation, de leur phosphorylation ou de leur 
capacite a Her l'ADN. Tout dependant du type cellulaire, l'expression des differents 
C/EBP peut etre constitutive ou inductible. Par exemple, l'expression de C/EBP(3 et 
C/EBP8 peut etre fortement induite par des stimuli inflammatoires, notamment par le 
LPS et le TNF-a chez les monocytes/macrophages (Akira, Isshiki et al. 1990; Cho, Lee et 
al. 2003). L'expression de C/EBPP peut etre mediee par la liaison de facteurs de 
transcription comme la proteine CREB (cAMPc response element binding) sur son 
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promoteur (Niehof, Manns et al. 1997). C/EBPJ3 peut aussi autoreguler son expression 
grace a la presence de sites C/EBP dans son promoteur (Niehof, Kubicka et al. 2001). Les 
C/EBP sont normalement localisees dans le noyau puisque ces proteines possedent des 
signaux de localisation nucleaires (NLS) (Williams, Angerer et al. 1997). Chez certains 
types cellulaires au repos, on observe cependant une localisation cytoplasmique de ces 
proteines (Ramji and Foka 2002). Cela n'est pas etonnant puisque certains G/EBP 
possedent aussi un signal d'export nucleaire (NES). Par exemple, C/EBP(3 contient un tel 
signal dans son domaine leucine zipper (Buck, Zhang et al. 2001). Cependant dans ces 
cellules, il y a translocation nucleaire rapide (10-15 min) suite a une stimulation (Yin, 
Yang et al. 1996; Baer, Williams et al. 1998). 
Des phosphorylations de C/EBPa, p\ e et y ont aussi ete demontrees. Ces 
phosphorylations s'effectuent soit dans les regions de regulation negative (RD) ou dans 
les domaines d'activation (AD) (Kowenz-Leutz, Twamley et al. 1994; Williams, Baer et 
al. 1995). Differents acides amines de C/EBP-p1 sont en effet la cible des kinases PKC, de 
la kinase PKA, des MAP kinases p38 et ERK1/2 et de la proteine kinase dependante de la 
voie calcium-calmoduline (Wegner, Cao et al. 1992; Trautwein, Caelles et al. 1993; 
Engelman, Lisanti et al. 1998; Hu, Roy et al. 2001; Zhu, Yoon et al. 2002). La 
phosphorylation en Thr 235 de C/EBPP par les MAP kinases ERK1/2 augmente sa 
capacite de liaison a l'ADN et son potentiel transactivateur (Nakajima, Kinoshita et al. 
1993; Zhu, Yoon et al. 2002). Des phosphorylations sur d'autres acides amines peuvent 
cependant diminuer l'activite de C/EBPp (Trautwein, van der Geer et al. 1994; Guo, 
Cichy et al. 2001). L'isoforme C/EBPe peut etre phosphoryle sur la Thr 75 par la MAP 
kinase p38 (Williamson, Williamson et al. 2005). La phosphorylation augmente la 
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capacite de C/EBPE a lier l'ADN de meme que sa capacite de transactivation. Cette 
phosphorylation en Thr 75 permet aussi a C/EBPs de lier la sous-unite p65 de N F - K B . 
Cette interaction augmente la capacite de C/EBPe a lier sa sequence-cible sur les 
promoteurs et augmente la transactivation de certains genes (Chumakov, Silla et al. 
2007). En somme, les phosphorylations des differents C/EBP peuvent moduler leur 
capacite a lier l'ADN et a transactiver les genes. 
En ce qui concerne plus specifiquement l'inflammation, on a decrit la 
participation des C/EBP a l'induction de plusieurs genes comme le G-CSF, le recepteur 
du G-CSF, le recepteur du GM-CSF, 1'IFN-y, 1'IL-lp, l'IL-6, l'IL-8, l'IL-12p40, iNOS, 
MCP-1 et MlP-la (Grove and Plumb 1993; Zhang and Rom 1993; Bretz, Williams et al. 
1994; Wedel, Sulski et al. 1996; Williams, Du et al. 1998; Hu, Tian et al. 2000; Pope, 
Mungre et al. 2000; Yang, Wara-Aswapati et al. 2000; Fernandez, Renedo et al. 2002; 
Gao, Parkin et al. 2002; Bradley, Zhou et al. 2003). Chez les leucocytes, la participation 
des C/EBP dans la regulation de chimiokines et de cytokines a ete demontree 
principalement dans la lignee myeloi'de, notamment chez les monocytes et les 
macrophages. Chez les neutrophiles, l'implication des C/EBP est essentiellement connue 
dans leur differentiation. 
3.3.2.1 Granulopoi'ese et C/EBP 
Les facteurs de transcription C/EBP sont impliques dans la regulation de la 
granulopoi'ese (illustre dans la figure 16). C/EBPa active les promoteurs de plusieurs 
genes exprimes par les cellules myeloides tels que ceux du recepteur du G-CSF, de la 
myeloperoxidase et de l'elastase (Nuchprayoon, Meyers et al. 1994; Ford, Bennett et al. 
1996; Oelgeschlager, Nuchprayoon et al. 1996). L'expression de C/EBPa est 
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relativement elevee chez les progeniteurs myeloides et diminue lors la differentiation 
granulocytaire (Scott, Civin et al. 1992). La deficience en C/EBPa resulte en I'absence de 
granulocytes, essentiellement a cause d'un blocage durant la differentiation des 
progeniteurs lymphoi'des myeloides (LMP) en progeniteurs des granulocytes-
macrophages (GMP) (Zhang, Zhang et al. 1997). Quant a elles, les souris deficientes en 
C/EBPE developpent toutes les lignees hematopoietiques, mais elles ont un defaut dans la 
differentiation terminale des neutrophiles (Yamanaka, Barlow et al. 1997). Les 
neutrophiles de ces souris ont des ressemblances avec les neutrophiles des patients 
atteints de la deficience en granules secondaires {Secondary Granule Deficiency). 
Certains de ces patients ont une mutation ponctuelle dans le gene C/EBPe (Lekstrom-
Himes, Dorman et al. 1999; Gombart, Shiohara et al. 2001). Ainsi les C/EBPa et C/EBPe 
sont fortement impliquees dans la production des neutrophiles. Leurs roles chez les 
neutrophiles matures n'avaient ete que peu ou pas etudies avant que nous portions notre 
attention sur ceux-ci. 
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Figure 16. Implication de C/EBPa et C/EBPE dans la differentiation des 
neutrophiles 
Cette figure presente l'importance de plusieurs facteurs de transcription dans le 
developpement des cellules du systeme immunitaire. Extraite de (Friedman 2007) 
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3.3.3 Les facteurs de transcription ATF/CREB 
Tout comme les C/EBP, les facteurs de transcription ATF/CREB font partie de la 
grande famille des facteurs de transcription a domaine bZIP. Les proteines ATF/CREB 
regulent l'expression de plusieurs genes impliquees dans diverses fonctions biologiques 
dont la proliferation cellulaire, la production de cytokines, I'hematopoi'ese, la 
spermatogenese et la survie cellulaire. La proteine CREB ou CREB-1 (cAMP response 
element binding) est une proteine de 43kDa exprimee dans presque toutes les cellules 
(Montminy and Bilezikjian 1987), qui represents le membre le plus important de la 
famille. Les deux autres membres de cette famille sont les proteines ATF-1 et CREM. 
L'expression de la proteine ATF-1 est egalement ubiquiste, alors que celle de CREM est 
restreinte a quelques types cellulaires (principalement chez les cellules 
neuroendocriniennes). ATF-1 a une faible activite basale et un faible potentiel activateur 
comparativement a CREB. Les genes CREB et CREM peuvent generer differents 
isoformes soit par epissage alternatif ou par usage alternatif de promoteur. Ces isoformes 
peuvent avoir un potentiel activateur ou represseur. CREMx a un potentiel activateur 
equivalent a CREB, mais il est rarement implique dans l'expression genique etant donne 
son expression restreinte. 
Les proteines ATF/CREB lient la sequence palindromique consensus 5'-
TGACGTCA'-3 sur l'ADN nomme CRE (cAMP response element) (Comb, Birnberg et 
al. 1986; Montminy, Sevarino et al. 1986; Short, Wynshaw-Boris et al. 1986). Un fait 
interessant est que les deux tiers des sites CRE fonctionnels connus sont situes a moins de 
100 pb de la botte TATA (Mayr and Montminy 2001). Les proteines ATF/CREB peuvent 
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medier la transcription basale (ou constitutive) et la transcription inductible des genes. 
Effectivement, CREB peut lier constitutivement certains promoteurs et participer a la 
transcription basale de ces genes (Quinn 2002). Afin d'augmenter la transcription de ces 
genes ou des genes inductibles, la liaison de CREB a l'ADN peut etre induite, ainsi que 
sa phosphorylation (Yamamoto, Gonzalez et al. 1988). L'analyse de la proteine CREB a 
permis 1'identification de 2 types de domaines principaux qui regulent son activite 
transcriptionnelle (presente dans la figure 17). II y a tout d'abord les domaines 
d'activation constitutive Ql et Q2 (domaines riches en glutamine) qui recrutent le 
complexe TFIID en association directe avec la sous-unite hTAF„130 (Ferreri, Gill et al. 
1994; Saluja, Vassallo et al. 1998). Les isoformes ATF-1 et CREMx possedent aussi ces 
domaines (ATF-1 seulement Q2) alors que CREMa n'en a pas. CREMa est done un 
inhibiteur competitif des autres proteines ATF/CREB. Le deuxieme domaine, le plus 
etudie, est le domaine d'activation inductible par les kinases (KID ou kinase-inducible 
domain) retrouve chez tous les membres de la famille. La phosphorylation de la Serl33 
du KID de CREB active la transcription en favorisant l'interaction avec la proteine CBP 
(CREB binding protein) ou son paralogue p300 via leurs domaines KIX (Chrivia, Kwok 
et al. 1993; Parker, Ferreri et al. 1996). La phosphorylation d'ATF-1 et de CREM 
s'effectue sur les serines 63 et 117, respectivement (de Groot, den Hertog et al. 1993; 
Iordanov, Bender et al. 1997; Kobayashi, Shimomura et al. 1997). Les proteines 
CBP/p300 possedent une activite histone acetyltranferase intrinseque (Bannister and 
Kouzarides 1996; Ogryzko, Schiltz et al. 1996). Ces proteines peuvent acetyler les 
histones H3 et H4 des nucleosomes, ce qui est essentiel mais non suffisant pour 
l'induction de la transcription (Kundu, Palhan et al. 2000). De plus, les proteines 
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CBP/p300 peuvent aussi interagir avec TFIIB, et favorisent done 1'association du 
complexe de pre-initation de la transcription (Kwok, Lundblad et al. 1994). Initialement 
decouverts pour leur interaction avec CREB, les co-activateurs transcriptionnels 
CBP/p300 peuvent aussi interagir avec plusieurs autres facteurs de transcription, 
notamment avec c-Jun, p65 et C/EBP|3 (Arias, Alberts et al. 1994; Gerritsen, Williams et 
al. 1997; Mink, Haenig et al. 1997). 
Function 
CREB Activator 
CREM Activator 
ATF1 Activator 
ICER Repressor 
Figure 17. Structure des proteines ATF/CREB 
Cette figure illustre les differents domaines retrouves sur les proteines de la famille 
ATF/CREB. Adaptee de (Servillo, Delia Fazia et al. 2002). 
La phosphorylation de CREB (et des autres membres) represents done une etape 
critique dans son activation. Plusieurs kinases sont capables de phosphoryler CREB dans 
le domaine KID, principalement en Serl33. A ce sujet, CREB a initialement ete 
caracterisee pour son implication dans la signalisation dependante de l'AMPc et la 
proteine kinase A (PKA) peut phosphoryler cet acide amine de CREB via cette voie de 
signalisation. En effet, la liaison de l'AMPc aux 2 sous-unites regulatrices de la PKA 
induit un changement conformationnel resultant en la relache de la sous-unite catalytique 
(PKAc). La PKAc peut alors migrer au noyau et phosphoryler CREB en Ser 133 
(Gonzalez and Montminy 1989). Meme si le nom de CREB suggere qu'elle medie 
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essentiellement cette voie de signalisation, il n'en est rien. Effectivement, on sait 
maintenant que l'expresion de seulement 2% des genes cibles de CREB est affectee par 
l'AMPc et la PKA (Zhang, Odom et al. 2005). Plusieurs autres voies de signalisation 
participent a la phosphorylation de CREB. Celles-ci peuvent etre induites par plusieurs 
stimuli comme les facteurs de croissance, les cytokines et le LPS. On connatt en fait plus 
de 300 stimuli capables d'induire la phosphorylation de CREB, et ce principalement sur 
la Ser 133 (Johannessen, Delghandi et al. 2004). 
Les voies p38 MAP kinases et ERK1/2 participent a la phosphorylation de CREB 
via l'activation des proteines kinases MSK-1/2 (Ginty, Bonni et al. 1994; Deak, Clifton et 
al. 1998; Arthur and Cohen 2000; Eliopoulos, Dumitru et al. 2002; Lee, Nam et al. 2003). 
Bien que les RSK-1/2 peuvent aussi phosphoryler CREB via la voie ERK1/2, les MSK-
1/2 seraient plus efficaces in vivo (Xing, Ginty et al. 1996; Anjum and Blenis 2008). La 
generation de souris deficientes en MSK-1 et MSK-2 a demontre que ces kinases etaient 
essentielles a la phosphorylation de CREB induite par le PMA et le EGF chez des 
fibroblastes embryonnaires ou des cellules souches embryonnaires (Arthur and Cohen 
2000; Wiggin, Soloaga et al. 2002). Les cellules souches embryonnaires de souris 
deficientes en RSK-2 ne montrent de diminution de la phosphorylation de CREB suite a 
une stimulation au PDGF (Bruning, Gillette et al. 2000). La synthese recente d'un 
inhibiteur specifique pour les RSKs a aussi permis de demontrer que celles-ci n'etaient 
pas impliquees dans la phosphorylation de CREB insuite par le PMA ou le EGF chez les 
HEK293 (Sapkota, Cummings et al. 2007). D'autres kinases comme les PKC et la kinase 
PKB/Akt peuvent phosphoryler CREB. Dans le cas de la PKC, cette phosphorylation a 
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seulement ete rapportee in vitro. La phosphorylation de CREB par la kinase Akt 
augmenterait son potentiel transactivateur (Johannessen and Moens 2007). 
L'expression de plusieurs genes de cytokines et de chimiokines peut etre regulee 
par le facteur de transcription CREB chez plusieurs types cellulaires. Ce facteur regule 
notamment l'expression du TNF-cx, de l'IL-8, de MlP-la, de MIP-lp, de l'IL-10, du MIF 
et de 1' IL-2 (Huang, Shipman-Appasamy et al. 1994; Proffitt, Crabtree et al. 1995; 
Means, Pavlovich et al. 2000; Brenner, Prosch et al. 2003; Iourgenko, Zhang et al. 2003; 
Barabitskaja, Foulke et al. 2006). 
En ce qui concerne les neutrophiles, l'etude de l'impact de CREB sur ^expression 
de genes est pour ainsi dire inexistante. On sait que la phosphorylation de CREB induite 
par le C5a correle avec l'expression du gene anti-apoptotique Bcl2 chez les cellules HL-
60 differenciees en neutrophiles (Perianayagam, Madias et al. 2006). II a ete aussi 
rapporte que la p90RSK ou RSK-1 medierait la phosphorylation de CREB suite a une 
stimulation au fMLP chez des neutrophiles de cochons d'inde (Lian, Huang et al. 1999). 
Bref, tout reste a etre caracterise. 
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OBJECTIFS DE L'ETUDE 
Tel que presente dans 1'introduction, les neutrophiles sont des cellules d'une extreme 
importance dans la reponse inflammatoire, mais aussi dans le developpement de la 
reponse immunitaire adaptative. La production des chimiokines et des cytokines par les 
neutrophiles represente un element crucial dans les reponses immunitaires. Comme le 
lecteur a pu le constater dans l'introduction, nos connaissances concernant la regulation 
de la production de ces mediateurs inflammatoires chez les neutrophiles sont assez 
limitees. 
Les objectifs de notre etude consistaient done a etudier certains des mecanismes 
moleculaires potentiellement impliques dans cette production rapide et massive de 
cytokines chez les neutrophiles. Plus precisement, nous avons d'abord tente d'obtenir 
plus d'informations sur le role du facteur de transcription NF-KB et des MAP kinases 
dans la production des cytokines chez les neutrophiles. En second lieu, nous avons verife 
I'effet des proteines de la famille de facteur de transcription C/EBP dans la production de 
ces mediateurs. Ensuite, nous avons investigue le role des facteurs de transcription de la 
famille ATF/CREB dans la production de ces memes mediateurs. Finalement, nous avons 
tente d'identifier des cibles des MAP kinases, particulierement de la MAP kinase p38, 
impliquees dans la regulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des chimiokines 
et des cytokines chez les neutrophiles. 
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RESULTATS 
CHAPiTRE 1: DIFFERENTIAL INVOLVEMENT OF NF-KB AND MAP 
KINASE PATHWAYS IN THE GENERATION OF INFLAMMATORY 
CYTOKINES BY HUMAN NEUTROPHILS 
Alexandre Cloutier, Thornin Ear, Emilie Blais-Charron, Claire M. Dubois et 
Patrick P. McDonald 
Article publie dans la revue : 
Journal of Leukocyte Biology, le ler fevrier 2007, Vol. 81 (2), 567-577 
Avant-propos: 
La capacite des neutrophiles humains a exprimer differents mediateurs 
inflammatoires est bien documented et de nombreuses etudes suggerent que les cytokines 
et les chimiokines produites par les neutrophiles contribuent au recrutement de certaines 
populations leucocytaires au site inflammatoire. Notre comprehension des evenements 
intracellulaires impliques dans cette production de cytokines inflammatoires par les 
neutrophiles est cependant tres limitee. Dans cette etude, nous avons etudie la 
participation des modules MAP kinases et du facteur de transcription NF-KB dans la 
production de ces mediateurs chez les neutrophiles. Ainsi, nous demontrons que 
1'inhibition de la voie p38 MAP kinase et de la voie des MEK diminue de fafon 
importante la relache (et dans le cas de l'inhibition de p38, l'expression) de plusieurs 
cytokines pro-inflammatoires chez les neutrophiles humains stimules au LPS ou au TNF-
a. De plus, differents inhibiteurs ciblant le facteur NF-KB compromettent fortement 
l'induction de l'expression ainsi que la relache des cytokines pro-inflammatoires chez ces 
cellules. Nos resultats demontrent que les inhibiteurs des MAP kinases n'affectent pas 
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1'activation de NF-KB et que les inhibiteurs de NF-KB n'affectent pas non plus 
l'activation des voies des MAP kinases. Par contre, l'inhibition observee dans la 
transcription des genes en presence d'inhibiteur de p38 semble impliquer TFIID. 
Finalement, les inhibiteurs des voies des MAP kinases bloquent partiellement l'activation 
d'une composante-cle de la traduction soit la proteine ribosomale S6. Selon nos 
connaissances, il s'agit de la premiere demonstration que chez les neutrophiles humains, 
l'expression inductible de cytokines pro-inflammatoires implique ces deux voies de 
signalisation. Nos resultats suggerent la possibilite d'utiliser des inhibiteurs de ces voies 
de signalisation dans le traitement de maladies inflammatoires dans lesquelles les 
neutrophiles jouent un role important. 
Contribution de 1'etudiant: 
En ce qui concerne les travaux contenus dans ce premier chapltre de cette these, 
Alexandre Cloutier a activement contribue a l'ecriture de cet article sous la supervision 
de son directeur de these. II a egalement participe a la conception du plan de recherche. 
L'etudiant a egalement realise toutes les experiences presentees dans ce chapitre a 
l'exception des travaux presentes dans la figure IB et 7B, realises par Thornin Ear et 
Emilie Blais-Charron. Cette derniere a egalement contribue aux figures 3 et 5. 
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ABSTRACT 
The ability of human neutrophils to express a variety of genes encoding inflammatory 
mediators is well documented, and mounting evidence suggests that neutrophil-derived 
cytokines and chemokines contribute to the recruitment of discrete leukocyte 
populations at inflammatory sites. Despite this, our understanding of the signaling 
intermediates governing the generation of inflammatory cytokines by neutrophils 
remains fragmentary. Here, we report that inhibitors of the p38 MAP kinase and MEK 
pathways substantially diminish the release of (and in the case of p38 inhibitors, the 
gene expression of) several inflammatory cytokines in neutrophils stimulated with LPS 
or TNF. In addition, various NF-KB inhibitors were found to profoundly impede the 
inducible gene expression and release of inflammatory cytokines in these cells. The 
MAP kinase inhibitors did not affect NF-KB activation; instead, the transcriptional 
effects of the p38 MAPK inhibitor appear to involve TFIID. Conversely, the NF-KB 
inhibitors failed to affect the activation of MAP kinases. Finally, the MAP kinase 
inhibitors were found to prevent the activation a key component of the translational 
machinery, S6 ribosomal protein, in keeping with their post-transcriptional impact on 
cytokine generation. To our knowledge, this constitutes the first demonstration that in 
neutrophils, the inducible expression of pro-inflammatory cytokines by physiological 
stimuli largely reflects the ability of the latter to activate both NF-KB and selected MAP 
kinase pathways. Our data also raise the possibility that NF-KB or MAPK inhibitors 
could be useful in the treatment of inflammatory disorders in which neutrophils 
predominate. 
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INTRODUCTION 
In recent years, the ability of neutrophils to synthesize several immunoregulatory 
proteins has forced a reassessment of their contribution to host defense processes. In 
addition to their traditional role as professional phagocytes, it has become evident that 
neutrophils can also modulate ongoing inflammatory or immune processes through the 
production of a wide variety of cytokines and chemokines (reviewed in reference [1]). 
However, despite a growing body of knowledge about which immunoregulatory 
proteins are produced by neutrophils, as well as which stimuli induce their synthesis, 
the mechanisms underlying this response remain, at best, partially understood. With few 
exceptions, the inducible production of cytokines and chemokines by neutrophils is 
preceded by an accumulation of the corresponding mRNA transcripts (reviewed in [1]). 
In the specific cases of IL-lp\ CXCL8 (IL-8) and CCL3 (Mip-la), we and others have 
further established that this inducible mRNA accumulation principally reflects an 
increased transcription of the corresponding genes, as opposed to changes in mRNA 
stability [2-5]. Together, these observations emphasize the central role of transcriptional 
events in the induction of cytokine and chemokine production in human neutrophils. In 
this regard, it is noteworthy that the genes encoding TNFa, IL-lp\ CXCL8, CCL3 and 
CCL4 all contain KB (or KB-like) motifs in their promoter region, and that the binding 
of NF-KB dimers to these motifs suffices to confer transcriptional inducibility (reviewed 
in reference [6]). Additionally, classical stimuli of NF-KB activation (such as LPS or 
TNFa) have been shown to increase the transcription of the genes encoding the above 
cytokines and chemokines in neutrophils [3-5]. Finally, we demonstrated in a series of 
articles that many classes of agonists known for their ability to induce the production of 
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inflammatory cytokines and chemokines in neutrophils can also activate NF-KB in these 
cells [7-10]. Collectively, these considerations strongly suggest a participation of 
transcription factor NF-KB in the transcriptional activation of cytokine and chemokine 
genes in neutrophils. To date however, this still awaits a formal demonstration. 
In addition to their ability to activate transcription factors, inducers of inflammatory 
cytokine production in neutrophils also mobilize other signaling cascades that could 
impact on this response. It is known for instance that stimuli such as LPS and TNF can 
activate the p38 MAPK and MEK/ERK pathways in neutrophils [11-13]. In this regard, 
we and others have shown that in LPS-stimulated neutrophils, the p38 MAPK pathway 
is involved in CXCL8 and TNFa release [14-17]. Similarly, CXCL8 secretion is 
diminished by MEK inhibitors in LPS- and TNF-activated neutrophils [15,17]. By 
contrast, we and others have shown that the JNK pathway is not mobilized upon 
neutrophil activation under most experimental conditions [12,13,18-27], with the 
exception of adherent neutophils, in which JNK can be moderately activated [27-28]. 
Accordingly, we have shown that a JNK inhibitor does not diminish inflammatory 
cytokine production by neutrophils [27]. Thus, while a picture is slowly emerging about 
the potential involvement of signaling pathways in the onset of inflammatory cytokine 
generation by neutrophils, much remains to be learned. In particular, it is still unclear 
whether MAP kinase involvement is limited to cytokine release, or if it also affects gene 
expression as well. Similarly, the eventual impact of these signaling pathways on 
transcriptional events (such as NF-KB activation) remains be established. 
In the present study, we investigated whether inhibition of selected MAP kinase 
pathways and of the NF-KB pathway alters the inducible expression of several 
inflammatory cytokines and chemokines in primary human neutrophils. We now report 
that cytokine release is profoundly affected by inhibitors of the p38 MAPK and 
MEK/ERK cascades, and that this largely mirrors an effect on inducible gene 
expression in the case of p38 MAPK inhibition. We also report that various NF-KB 
blockers strongly interfere with inflammatory cytokine gene expression and release in 
neutrophils, and that this effect did not appear to involve any cross-talk with the MAP 
kinase pathways. 
MATERIALS AND METHODS 
Antibodies and reagents. Antibodies raised against p38 MAPK, ERK1/2, S6 ribosomal 
protein, as well as against their phospho forms (#9211, 9212,, 9101, 9102, 2211) were 
from Cell Signaling (Beverly, MA, USA); antibodies against IKB-O. (sc-371) and TFIID 
(sc-421) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Ficoll-Paque, 
T4 polynucleotide kinase and poly (dl-dC) were from Amersham-Pharmacia (Baie 
d'Urfe, Qc, Canada); [y-32P]-ATP and [a-32P]-UTP were from NEN (Boston, MA, 
USA). Endotoxin-free (< 2 pg/ml) RPMI 1640 and FCS were from Sigma (St-Louis, 
MO,USA) and Hyclone (Logan, Utah, USA), respectively. Recombinant human 
cytokines were from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), and LPS (from E. coli 
0111:B4) was from List Biological Laboratories (Campbell, CA, USA). Acetylated 
BSA, diisopropyl fluorophosphate (DFP), N-formyl-methionyl-phenylalanine (fMLP), 
phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF), and pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) 
were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Prostaglandins Ai and E2, as well as 
15-deoxy-PGJ2, were purchased from Cayman (Ann Arbor, MI, USA). The protease 
inhibitors, aprotinin, 4-(2-aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), leupeptin, 
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and pepstatin A, were all from Roche (Laval, Qc, Canada). Inhibitors of NF-KB (MG-
132, MG-262, BAY 117082) and of MAP kinases (SB 203580, PD 98059) were all 
from EMD Biosciences (San Diego, CA, USA). All other reagents were of the highest 
available grade, and all buffers and solutions were prepared using pyrogen-free clinical 
grade water. 
Cell isolation and culture. Neutrophils were isolated from the peripheral blood of 
healthy donors, following a protocol that was duly approved by an institutional ethics 
committee. The entire procedure was carried out at room temperature and under 
endotoxin-free conditions, using a modification of the method of Boyum [29]. Briefly, 
blood was collected by venepuncture and spun at 200 g for 10 min; plasma was 
carefully removed and replaced with sterile PBS. Following Dextran sedimentation, 
cells were centrifuged over Ficoll-Paque cushions; the resulting PBMC ring was 
carefully collected, and the erythrocytes remaining in the neutrophil pellet were 
removed by hypotonic lysis with water (20 s). Purified neutrophils were resuspended in 
RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, at a final concentration of 5 x 106 cells/ml 
(unless otherwise stated). As determined by Wright staining and nonspecific esterase 
cytochemistry, the final neutrophil suspensions consistently contained fewer than 0.5% 
monocytes or lymphocytes; unless otherwise stated, neutrophil viability exceeded 98% 
after up to 4 h in culture, as determined by trypan blue exclusion. 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Cells were incubated at 37°C in the 
presence or absence of stimuli. Incubations were stopped by adding equivalent volumes of 
ice-cold PBS supplemented with DFP (2 mM, final concentration) and phosphatase 
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inhibitors (10 mM NaF, 1 mM Na3V04, 10 mM Na4P207), prior to centrifugation at 300 g 
for 5 min at 4°C. Cells were resuspended in ice-cold relaxation buffer (10 mM PIPES pH 
7.30, 10 mM NaCl, 3.5 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT) 
supplemented with an anti-protease cocktail (1 mM DFP, 1 mM PMSF, 1 mM AEBSF, 
and 10 pig/m\ each of aprotinin, leupeptin and pepstatin A, final concentrations) and the 
aforementioned phosphatase inhibitors. Nuclear extracts were then prepared using a 
nitrogen bomb procedure, which we described previously [7,9]. The nuclear extracts were 
subsequently analyzed in EMSA for NF-KB binding as described earlier [7]. Similar 
binding conditions were used when samples were analyzed using the TATA-containing 
TFIID probe, 5'- gcagagcaTATAAAAtgaggtagga-3' (Santa Cruz). 
Denaturing electrophoreses and immunoblots. For whole-cell samples, incubations were 
stopped as described above; a small aliquot was taken from each sample for subsequent 
protein content determination, and neutrophils were then pelleted (200 g, 10 min). 
Boiling sample buffer was directly added to the cell pellets, which were briefly vortexed 
and placed in boiling water for a further 3 min. Samples thus prepared were sonicated to 
disrupt chromatin, and stored at -20°C prior to analysis. When cytoplasmic and nuclear 
fractions were prepared, incubations were stopped as described above, and neutrophils 
were disrupted by nitrogen cavitation as described previously [7, 9]. This procedure was 
also shown to yield nuclear and cytoplasmic fractions that are exempt from cross-
contamination [7,30]. After taking a small aliquot from each sample (for subsequent 
protein content determination in Bradford assays), concentrated sample buffer (pre-
warmed at 95°C) was directly added to either cytoplasmic or nuclear fractions (to yield a 
final concentration of IX sample buffer, i.e. 25 mM TrisBase pH 6.80, 2% sodium 
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dodecylsulfate (w/v), 5% 2-mercaptoethanol (v/v), 10% glycerol (v/v)), prior to a 3-min 
incubation at 95°C. All samples were electrophoresed on denaturing gels prepared 
according to the method of Laemmli [31]; equal loading was ascertained by adjusting 
sample volumes based on their respective protein content. Following SDS-PAGE, 
proteins were transferred onto nitrocellulose membranes, which were stained with 
Ponceau Red, destained, and then processed for immunoblot analysis, as previously 
described [32]. 
Kinase assays. Neutrophils were incubated in the presence or absence of SB 203580 for 
30 min at 37°C, and stimulated with either LPS, TNF, or diluent control for 10 min. 
Cells were disrupted by NP40 lysis as described before [7,9] and cytoplasmic fractions 
were immunoprecipitated with anti-p38 MAPK Abs in Lysis buffer supplemented with 
NaCl (to final concentrations of 1% and 150 mM, respectively). Immunoprecipitates 
were washed 3 times in Lysis buffer (with NP-40 and NaCl), and finally resuspended in 
20 ]i\ kinase buffer (20 mM HEPES, pH 7.2, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT, 20 nM ATP, 
0.05% NP-40) along with 80 ng ATF-2 (1-96) fragment (Santa Cruz) per reaction and 
0.5 y\ [32P]ATP (10 mCi/ml). The resulting mixtures were incubated for 15 min at 
37°C; reactions were stopped by the addition of boiling Laemmli sample buffer 2X, and 
samples were analyzed on SDS-PAGE, prior to gel drying and autoradiography of the 
dried gels. 
Isolation of RNA and Ribonuclease protection assays. Neutrophils were incubated in 
the presence or absence of stimuli or inhibitors for the desired times, as indicated. Total 
RNA was extracted following a slightly modified Chomczynski & Sacchi procedure 
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[33] and analyzed by ribonuclease protection assay as previously described [27], using 
multiprobe templates from BD-Pharmingen (Mississauga, Ont, Canada). 
ELISA analysis of secreted proteins. Neutrophils (3 x 106 cells/600 ]A) were cultured in 
12-well culture plates at 37°C under a 5% CO2 atmosphere, in the presence or absence 
of stimuli and/or inhibitors, for the indicated times. Culture supernatants, as well as the 
corresponding cell pellets, were carefully collected, snap-frozen in liquid nitrogen, and 
stored at -70°C. Cytokine concentrations were determined in in-house sandwich ELISA 
assays, using commercially available capture and detection antibody pairs (R&D 
Systems, BD-PharMingen). Detection limits using these assays varied between 3 and 10 
pg/ml. 
RESULTS 
Inhibition of the NF-KB pathway in activated neutrophils. We first assessed the ability 
of several NF-KB inhibitors to prevent NF-KB activation in neutrophils, as a 
prerequisite step to using the inhibitors on functional responses. Neutrophils were 
therefore stimulated with either LPS or TNF, following pretreatment with the 
proteasome inhibitors, MG-132 and MG-262, which prevent IKB-CC degradation [34, 
35];or with BAY 117082, which prevents IKB-O, phosphorylation [36]; or with the 
cyclopentenone prostanoids, PGAi and 15-deoxy-PGJ2, which specifically inhibits 
IKK(3 [37]; or with PDTC, an antioxidant that was reported to inhibit NF-KB activation 
in several cell line [38]. Neutrophils were subsequently stimulated with either LPS or 
TNF, prior to EMSA analysis. All of the above inhibitors were found to effectively 
prevent NF-KB activation, with varying potencies (Figure 1 and data not shown). 
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Inhibitor concentrations yielding an optimal NF-KB blockade were thus selected for the 
subsequent experiments (10 /xM for MG-132; 1 /<M for MG-262; 5 /^ M for BAY 
117082; 30 /<M for 15-deoxy-PGJ2>. In the particular case of PDTC, a pronounced 
inhibition required that the cells be exposed to at least 300 //M (Figure IB, right panel), 
a rather high concentration that was also found to diminish neutrophil viability in 
culture (by about 15% after 2h). Noteworthy is that when nuclear extracts from LPS-
treated neutrophils were co-incubated in the EMSA binding mix with individual NF-KB 
blockers (at the same concentrations that were deemed optimal for NF-KB inhibition), 
no inhibition of NF-KB DNA binding was observed (data not shown). This therefore 
rules out the possibility that the NF-KB blockers might somehow directly interfere with 
the EMSA analyses. 
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MG132 MG132+LPS MG132+TNF BAY BAY+LPS BAY+TNF 
0 30 0 5 15 30 0 5 15 (fjM) 0 10 0 5 10 0 5 10 (pM) 
< NF-KB • 
B PGA1 PGJ2 PGA1+TNF PGJ2+TNF 
0 50 30 0 25 50 10 30 (jJM) 
PDTC PDTC + TNF 
0 100 300 0 30 100 300 (pM) 
4 NF-KB • 
Figure 1. Effect of NF-KB inhibitors on inducible NF-KB DNA binding in 
neutrophils. 
Cells were stimulated for 15 min with 100 ng/ml LPS, 100 U/ml TNFct, or diluent 
control, following a pretreatment (30 min) with the indicated concentrations of MG-132 
or BAY 117082 (panel A), or a longer pretreatment (60 min) with the indicated 
concentrations of PGAi, 15-deoxy-PGJ2, or PDTC (panel B). Nuclear extracts were 
then prepared and analyzed in EMSA using a NF-KB oligonucleotide probe. The 
experiments shown in this figure are representative of at least three. 
Effect of NF-KB blockade on inducible cytokine expression in neutrophils. We next 
investigated the consequence of inhibiting the NF-KB pathway on the ability of 
neutrophils to express inflammatory cytokines. Cells were pretreated with the various 
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NF-KB blockers, prior to stimulation with LPS or TNF, and RPA analysis of cytokine 
mRNA accumulation was performed. As shown in Figure 2, the NF-KB inhibitors 
strongly repressed the inducible expression of all inflammatory cytokines investigated, 
though this inhibition was consistently less marked in the case of CXCL8 gene 
expression. By contrast, the constitutive TGF-J31 mRNA levels that are detected in both 
resting and activated neutrophils [39, 40] were unaffected by any of the N F - K B -
interfering agents used (data not shown), in keeping with the fact that basal TGF|3 
expression is largely independent of NF-KB activity. The above results were further 
confirmed by re-analyzing selected experiments by real-time RT-PCR (data not shown). 
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Figure 2. Effect of NF-KB inhibitors on inflammatory cytokine gene expression in 
neutrophils. 
Cells were pretreated with various NF-KB inhibitors as described in the legend to Fig. 1, 
prior to stimulation for 60 min with 100 ng/ml LPS, 100 U/ml TNFa, or diluent control. 
Total RNA was then extracted and analyzed in RPA. Mean ± s.e.m. from at least three 
independent experiments. 
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In agreement with our RNA data, the NF-KB blockers were also found to profoundly 
affect the release into culture supernatants of the corresponding cytokines in LPS- and 
TNF-stimulated neutrophils (Figure 3). These results establish that several 
inflammatory cytokines produced by neutrophils are under the control of NF-KB. 
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Figure 3. Effect of NF-KB inhibitors on inflammatory cytokine production in 
neutrophils. 
Cells were pretreated with various NF-KB inhibitors as described in the legend to Fig. 1, 
prior to stimulation for 5h with 100 ng/ml LPS, 100 U/ml TNFa, or diluent control. 
Culture supernatants were then collected and analyzed in ELISA. Mean ± s.e.m. from at 
least five independent experiments. 
Blockade of the ERK and p38 MAPK pathways in activated neutrophils. In contrast 
with the NF-KB pathway, we recently established that the JNK/AP-1 cascade does not 
participate in the induction of inflammatory cytokines and chemokines in neutrophils 
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under most circumstances [27]. To investigate the involvement of the other main MAP 
kinase cascades in this response, namely the p38 MAPK and MEK/ERK pathways, we 
treated neutrophils with highly selective inhibitors prior to stimulation and 
determination of functional responses. Dose-response experiments were initially 
conducted to determine the appropriate inhibitor concentrations to be used. To assess 
the effect of the MEK-1 inhibitor, PD 98059, cells were preteated with the drug and 
stimulated with the strong MEK and ERK activator, fMLP [41]. As shown in Figure 
4A, low micromolar concentrations of PD 98059 potently inhibited MEK activation (as 
determined by ERK1/2 phosphorylation), with 10 piM PD 98059 consistently yielding a 
nearly complete inhibition, as previously reported [41, 42]. We next assessed the effect 
of the p38 MAPK inhibitor, SB 203580, in neutrophils treated with the strong p38 
MAPK activator, LPS [12]. As shown in Figure 4B, pretreatment with increasing 
concentrations of SB 203580 progressively interfered with p38 MAPK activation by 
LPS or TNFa (Figure 4B), an almost complete inhibition being consistently achieved 
using 3 //M SB 203580. The above experiments also confirmed the selectivity of the 
chosen MAPK pathway inhibitors, insofar as SB 203580 (at 3 /<M) failed to affect ERK 
activation, and conversely, PD 98059 (up to 20 /<M) did not prevent p38 MAPK 
activation (Fig 4B, lane 3 and data not shown). Thus, PD 98059 was used at a 
concentration of 10-20 piM in the remainder of our study to effectively inhibit the 
MEK/ERK pathway, and SB 203580 was used at 3 ^M to block the p38 MAPK 
pathway. 
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Figure 4. Effect of MAP kinase inhibitors on p38 MAPK and MEK activation in 
neutrophils. 
(A) Neutrophils were pretreated for 30 min with increasing concentrations of PD 98059, 
prior to stimulation with 30 nM fMLP for 10 min. The cells were then disrupted and 
processed for immunoblot analysis using anti-phospho ERK antibodies. The membranes 
were subsequently stripped and reprobed with ERK1/2 antibody. (B) Neutrophils were 
pretreated for 30 min with increasing concentrations of SB 230580, or with 20 /<M PD 
98059 (lane 3), prior to stimulation with 100 ng/ml LPS for 10 min. The cells were then 
disrupted and p38 MAPK was immunoprecipitated from the lysates; the resulting 
immunoprecipitates were split in equal parts, which were either immediately analyzed in 
kinase assays using recombinant ATF-2 as substrate, or processed for SDS-PAGE and 
subsequent immunoblot analysis of their p38 MAPK content. The experiments shown in 
this figure are representative of three. 
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Effect of MEK and p38 MAPK inhibition on inducible cytokine expression in 
neutrophils. We next examined the effect of the MAP kinase inhibitors on the 
expression of inflammatory cytokines in neutrophils. As shown in Figure 5, cell 
pretreatment with SB 203580 profoundly inhibited the generation of TNFa, CXCL8, 
CCL3, and CCL4 in response to either LPS or TNF. The production of these various 
chemokines was also inhibited by PD 98059, albeit to a lesser extent than in neutrophils 
exposed to the p38 MAPK inhibitor (Figure 5). 
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Figure 5. Effect of MAP kinase inhibitors on inflammatory cytokine production in 
neutrophils. 
Cells were pretreated (30 min, 37°C) with 3 piM SB 203580 or 20 fiM PD 98059, prior 
to stimulation for 5h with 100 ng/ml LPS, 100 U/ml TNFa, or diluent control. Culture 
supernatants were then collected and analyzed in ELISA. Mean ± s.e.m. from at least 
five independent experiments. 
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Because the generation of inflammatory cytokines by neutrophils is largely dependent 
on the induction of the corresponding genes (as reviewed in [1]), we also investigated 
the effect of inhibiting the p38 MAPK and MEK/ERK pathways on cytokine gene 
expression. As shown in Figure 6, the p38 MAPK inhibitor significantly hindered the 
inducible expression of CXCL8, CCL3 and CCL4 in neutrophils, albeit to a lesser 
extent than cytokine secretion. In contrast, cell pretreament with the ERK pathway 
inhibitor had little effect on cytokine gene expression (Figure 6). Again, re-analysis of 
selected experiments by real-time RT-PCR yielded very similar results, thereby 
confirming the outcome of our ribonuclease protection analyses (data not shown). 
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Figure 6. Effect of MAP kinase inhibitors on inflammatory cytokine gene expression 
in neutrophils. 
Cells were pretreated (30 min, 37°C) with 3 pM SB 203580 or 20 pM PD 98059, prior 
to stimulation for 60 min with 100 ng/ml LPS, 100 U/ml TNFa, or diluent control. 
Total RNA was then extracted and analyzed in RPA. Mean ± s.e.m. from at least three 
independent experiments, except for TNFa mRNA (2 experiments). 
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Lack of cross-talk between the MAP kinase and NF-KB pathways in neutrophils. 
Because the impediment of cytokine production by the p38 MAPK inhibitor appears to 
be partially transcriptional, and because NF-KB activation was found to represent a key 
transcriptional event for cytokine production, we investigated whether there might be a 
cross-talk between these pathways. Neutrophils were therefore pre-incubated with 
increasing concentrations of the MAPK inhibitors prior to stimulation with either LPS 
or TNF, and NF-KB activation was then assessed in EMSA. Figure 7A (left panel) 
shows that up to 20 yM PD 98059 had no effect on NF-KB activation under all 
conditions tested. Similarly, neutrophil pretreatment with up to 3 fiM SB 203580 
consistently failed to affect NF-KB activation. However, higher concentrations (10 /^ M 
or more) strongly interfered with the induction of NF-KB DNA binding by either LPS 
or TNF (Figure 7A, right panel), as previously reported [12]. Given that SB 203580 
blocks over 90% of p38 MAPK activity at a concentration of 3 fiM in neutrophils 
(Figure 4), these results indicate that the inhibition of NF-KB activation observed at 
higher SB 203580 concentrations probably represent a non-specific effect. We conclude 
that the inhibitory effect of MAPK blockers on cytokine gene expression in neutrophils 
cannot be attributed to an inhibition of NF-KB by these compounds. Conversely, NF-KB 
inhibition had no effect on the activation of p38 MAPK or ERK2, as determined by 
their inducible phosphorylation in response to LPS or TNF (Figure 7B). Thus, the MAP 
kinase pathways appear to affect cytokine production by neutrophils independently of 
NF-KB, and vice versa. 
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Figure 7. Lack of cross-talk between the MAP kinase and NF-KB pathways in 
neutrophils. 
(A) Cells were pretreated (30 min, 37°C) with 20 pM PD 98059 (left panel) or with 
increasing concentrations of SB 203580 (right panel), prior to stimulation for 10 min with 
100 ng/ml LPS or diluent control. Nuclear extracts were then prepared and analyzed in 
EMSA using a NF-KB oligonucleotide probe. (B) Neutrophils were pretreated in the 
presence or absence of MG132 (10 pM, 30 min), MG-262 (1 pM, 30 min), or 15-deoxy-
PGJ2 (30 jM, 60 min), PGA1 (50 pM, 60 min), or BAY 117082 (10 pM, 30 min), prior 
to stimulation with 100 ng/ml LPS for 10 min. Cellular levels of phosphorylated or total 
p38 MAPK and ERK were then determined by immunoblot analysis. The experiments 
shown in this figure are representative of at least three. 
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Potential downstream targets of the MAP kinase pathways controlling inflammatory 
cytokine production. Our p38 MAPK inhibitor data suggested the involvement of 
transcriptional events other than NF-KB activation, and in this regard, it has been 
reported that p38 MAPK blockade can prevent the binding of TFIID to the TATA box 
on gene promoters in mouse macrophages [43]. We therefore examined whether the 
MAP kinase inhibitors could interfere with TFIID binding in neutrophils stimulated 
with LPS or TNF. As shown in Figure 8A, neutrophil activation leads to enhanced 
binding of a complex to a TATA-containing sequence in EMSA (lanes 1,2), and prior 
treatment of the cells with the p38 MAPK inhibitor (but not with the MEK inhibitor) 
prevented the induction of this DNA-binding activity in response to LPS or TNF. The 
specificity of this inducible complex was ascertained in competition experiments, which 
showed that low amounts of unlabeled competitor oligonucleotide in the binding mix 
efficiently displaced the inducible complex (Figure 8B, lane 2), whereas much greater 
competitor concentrations were needed to interfere with the binding of faster-migrating 
complexes (Figure 8B, lane 1). Supershift experiments confirmed the identity of the 
specific, inducible complex, as its binding was displaced by anti-TFIID antibodies 
(Figure 8B, lane 4), while isotype-matched control IgG had no effect (Figure 8B, lane 
5). Thus, the blockade of inducible TFIID binding to its cognate sequence using 
inhibitors of p38 MAPK but not MEK, agrees well with the effect of these inhibitors on 
cytokine gene expression in neutrophils. 
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Our MAPK inhibitor experiments (Figures 5 and 6) also showed that the p38 MAPK 
and MEK pathways affect neutrophil cytokine generation by post-transcriptional 
mechanisms. This is consistent with several studies which have established that both 
MAPK pathways can influence the activity of various components of the translational 
machinery [44-46]. We therefore searched for translational intermediates that could act 
as targets for the MAPK pathways under study. For this purpose, neutrophils were 
pretreated with individual MAPK inhibitors, stimulated with LPS or TNF, and the 
phosphorylation of known translational intermediates was examined by immunoblot. As 
shown in Figure 8C, neutrophil activation leads to the time-dependent detection of 
phosphorylated S6 ribosomal protein, a phenomenon that was largely prevented by 
inhibitors of the p38 MAPK or MEK pathways. In view of the key role played by S6 
ribosomal protein in the initiation of mRNA translation [47], these results suggest a 
potential basis for the post-transciptional effect of the MAPK inhibitors towards 
neutrophil cytokine production. 
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Figure 8. MAP kinase targets that potentially regulate cytokine generation in 
neutrophils. 
(A) Cells were pretreated (30 min, 37°C) with 20 pM PD 98059, 3 pM SB 203580, or 
diluent control, prior to stimulation with LPS for 10 min. Nuclear extracts were then 
processed for EMSA analysis using a TFIID oligonucleotide probe. (B) Nuclear extracts 
from LPS-stimulated cells were incubated for 20 min in binding buffer with a 50- or 10-
fold molar excess of unlabeled probe ("cold", lanes 1,2), with an anti-TFIID antibody 
(lane 4) or with an isotype matched control IgG ("IgG", lane 5), or without cold 
competitors or antibodies ("LPS", lane 3), prior to the addition of labeled TFIID probe 
and subsequent EMSA analysis. (C) Neutrophils were pretreated (30 min, 37°C) with 20 
]M. PD 98059 ("PD"), 3 jiM SB 203580 ("SB"), or diluent control ("-"), prior to 
stimulation with LPS for 15 or 30 min. Cellular levels of phosphorylated S6 ribosomal 
protein (ser 235/236) or p38 MAPK (as a loading control) were then determined by 
immunoblot analysis. As a positive control for phosphorylated S6 ribosomal protein, we 
also included cellular extracts from LPS-activated RAW 264.7 mouse macrophages 
("RAW"). The experiments shown in this figure are representative of at least three. 
DISCUSSION 
We previously showed that most of the stimuli that can elicit cytokine and chemokine 
production in neutrophils also have the ability to promote NF-KB activation in these 
cells [7-10]. We now report that NF-KB activation is a central event in the basal and 
inducible expression of various inflammatory cytokines in human neutrophils, and that 
cytokine generation in these cells is also under the influence of distinct MAP kinase 
pathways. A schematic overview of these findings is presented in Figure 9. 
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Figure 9. Schematic representation of the signaling pathways participating in 
inflammatory cytokine generation by neutrophils, and some of their molecular 
targets. 
We characterized the IKK pathway of neutrophils in a previous report [30]. Similarly, 
we determined previously that JNK is only moderately activated in neutrophils, and that 
its inhibition does not attenuate cytokine production [27]. 
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Although the inducible expression of inflammatory cytokines could be presumed to 
involve NF-KB in neutrophils, such an involvement had thus far remained in need of a 
formal demonstration. Moreover, studies performed in other cell types have revealed 
that the induction of some inflammatory cytokine genes, while involving NF-KB, often 
requires the concurrent participation of other transcription factors, as in the case of 
CXCL8 [48,49]. As a result, the extent of the NF-KB contribution to cytokine 
generation in neutrophils was also in need of clarification. To tackle this issue, we used 
a number of structurally unrelated NF-KB inhibitors, which all proved effective in 
preventing inducible NF-KB binding in neutrophils. This is consistent with our recent 
demonstration that these compounds also prevent IKB-CI degradation in neutrophils 
[30]. We showed that pretreatment of neutrophils with NF-KB blockers profoundly 
inhibits the induction of early-response genes encoding TNFa, IL-1|3, CXCL8, CCL3 
and CCL4 in neutrophils, and hinders the release of the corresponding proteins. Thus, 
N F - K B appears to be a key player in the induction of inflammatory cytokines and 
chemokines in neutrophils. This conclusion is further supported by the selectivity of the 
NF-KB blockers, which had no effect on genes that are not under the direct control of 
NF-KB, such as the one encoding TGFfH. Likewise, the expression of the GAPDH and 
18S genes was unaffected by the NF-KB blockers when quantitated against one another. 
Finally, our data is consistent with the two existing studies in which NF-KB was 
targeted in neutrophils. In one of them, the cross-linking of integrins on the neutrophil 
surface was shown to induce several responses, including NF-KB activation and the 
secretion of IL-1(3 and TNFa, which were hindered in cells pretreated with the NF-KB 
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inhibitors, MG-132 or SN50 [50]. In the second study, a fusion peptide made of a 
sequence within the viral Tat protein, and of a sequence that binds to IKKy (thereby 
preventing its intereaction with IKK|3) inhibited NF-KB activation and IKB-O: gene 
expression in response to LPS stimulation, and accelerated constitutive neutrophil 
apoptosis [51]. Thus, the NF-KB transcription factor emerges as a key element for 
physiologically relevant functional responses (i.e. inflammatory cytokine generation) 
and cellular processes (i.e. spontaneous apoptosis) of human neutrophils. 
In addition to its reliance on NF-KB, inflammatory cytokine production was shown to 
be regulated by distinct MAP kinase pathways. Indeed, we showed that inhibition of the 
p38 MAPK and MEK/ERK pathways substantially diminished the release of all 
cytokines investigated in neutrophils stimulated with either LPS or TNF. Our results 
therefore confirm and significantly extend earlier studies which had shown that in LPS-
treated neutrophils, p38 MAPK and MEK inhibition diminishes the release of CXCL8 
[15,17]. They also confirm our earlier report, that p38 MAPK inhibitors attenuate the 
release of TNFa in LPS-stimulated neutrophils [12]. Worthy of note is that in all of 
these earlier studies, CXCL8 or TNFa release was inhibited to a greater extent than 
reported here using the p38 MAPK inhibitor, SB 203580. This probably reflects the fact 
that higher doses of the drug were used (i.e. 10 ^ M or more), which we showed herein 
to inhibit NF-KB activation in addition to p38 MAPK activity, and which were also 
reported to interfere with ERK activation [52]. By comparison, the inhibitory effect of 
the MAPK blockers observed herein cannot be attributed to a non-specific inhibition of 
N F - K B by these compounds. This conclusion is further supported by our recently 
published finding, that concentrations of SB 203580 and PD 98059 identical to the ones 
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used in the present study also fail to affect the phosphorylation of individual IKK 
subunits and of RelA, and IKB-O. phosphorylation and degradation [30]. Further 
investigation of the effect of MAPK blockade on inflammatory cytokine generation in 
neutrophils revealed that the resulting inhibition of cytokine release was mirrored by a 
similar (albeit less pronounced) decrease in the inducible expression of the cytokines 
under study in the case of p38 MAPK inhibition, whereas cytokine expression was 
largely unaffected by the MEK inhibitor. This indicates that transcriptional events 
participate in the regulation of inflammatory cytokine generation by the p38 MAPK 
pathway. While our data exclude a role for NF-KB in this transcriptional regulation, a 
likely candidate is TFIID, as its binding to its cognate TATA-containing sequence was 
blocked by the p38 MAPK inhibitor, whereas it was unaffected by the MEK inhibitor. 
This is reminiscent of similar observations made in mouse macrophages, which had 
shown that p38 MAPK inhibition fails to block NF-KB activation, but reduces the 
transactivation of KB-responsive genes by interfering with the phosphorylation of 
TFIID, thereby preventing it from binding to the TATA box on gene promoters [43]. 
This being said, transcriptional events only partially account for the effect of p38 
inhibition of cytokine generation in neutrophils, and our data implies a role for 
additional regulatory steps at the level of translation and/or secretion. In this regard, we 
showed herein that both p38 MAPK and MEK inhibitors interfered with the inducible 
phosphorylation of the S6 ribosomal protein, which plays an important role in the 
initiation of mRNA translation [47]. These results agree well with the post-
transcriptional effect of the MAPK inhibitors, and suggest that the S6 ribosomal protein 
may mediate, at least in part, the effect of the MAPK inhibitors towards neutrophil 
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cytokine production. Studies are in progress to identify the various translational targets 
of the MAP kinases, and to determine their individual impact on cytokine production in 
human granulocytes. 
Collectively, our findings provide novel insights into the mechanisms governing an 
important functional response of primary human neutrophils. Indeed, they constitute the 
first demonstration that in these cells, the generation of inflammatory cytokines by 
physiological stimuli largely reflects the ability of the latter to activate both the NF-KB 
pathway and distinct MAP kinase cascades. Moreover, we showed that there is no 
cross-talk between the NF-KB and MAPK pathways, so that their respective input is 
complementary, and some targets of the MAP kinases are emerging. In a broader 
context, our data raise the possibility that NF-KB or MAPK inhibitors could be useful in 
the treatment of chronic inflammatory disorders in which neutrophils predominate. 
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CHAPITRE 2 : INFLAMMATORY CYTOKINE PRODUCTION BY HUMAN 
NEUTROPHILS INVOLVES C/EBP TRANSCRIPTION FACTORS 
Alexandre Cloutier, Chantal Guindi, Pierre Larivee, Claire M. Dubois, Abdelaziz Amrani 
et Patrick P. McDonald 
Article publie dans la revue : 
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Avant-propos: 
Plusieurs cytokines produites par les neutrophiles jouent un role crucial dans les 
processus inflammatoires et immunitaires in vitro. Nos connaissances des mecanismes 
moleculaires impliques dans cette production de cytokines sont cependant tres limitees. 
Dans cette etude, nous demontrons que les facteurs de transcription C/EBP sont 
impliques dans cette regulation de la production de cytokines par les neutrophiles. Toutes 
les proteines de la famille C/EBP, sauf C/EBPy, sont exprimees chez les neutrophiles et 
la plupart des isoformes se retrouvent au noyau a l'exception de C/EBPaqui se situe 
dans le cytoplasme. La stimulation des neutrophiles n'affecte pas les niveaux 
d'expression, la localisation cellulaire ainsi que le stabilite de ces proteines. De plus, 
diverses stimulations n'augmentent pas la liaison constitutive de C/EBP(3et 
C/EBPeobservee chez ces cellules. Cependant, la proteine C/EBPp est rapidement 
phosphorylee suite a une stimulation ce qui suggere qu'elle possede la capacite a activer 
des promoteurs de cytokines. En effet, la transactivation du promoteur de l'IL-8 couple 
au gene luciferase est grandement diminuee lorsque les sites NF-KB ou C/EBP sont 
mutes dans une lignee cellulaire differenciee en neutrophiles. La surexpression d'un 
inhibiteur de C/EBP diminue aussi la transactivation du promoteur de l'IL-8, ainsi que la 
synthese de l'IL-8, de Mip-lct et de Mip-lp\dans ce modele cellulaire alors que la 
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production de TNF-a n'est pas affectee. Finalement, la surexpression d'un mutant 
(T235A) de C/EBP|3 et des essais ChIP montrent un role important de cet acide amine 
dans l'induction de l'expression des cytokines. Ceci represente la premiere demonstration 
que les facteurs de transcription C/EBP sont impliques dans la production de cytokines 
chez les neutrophiles humains. 
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En ce qui concerne les travaux contenus dans ce deuxieme chapttre de cette these, 
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Abstract 
A growing number of neutrophil-derived cytokines have proven to be crucial to various 
inflammatory and immune processes in vivo. Whereas C/EBP transcription factors are 
important for neutrophil differentiation from myeloid precursors, we report herein that 
they also regulate cytokine production in mature neutrophils. All known C/EBP proteins 
but C/EBPy are expressed in neutrophils; most isoforms localize to the nucleus, except 
for C/EBPct, which is cytoplasmic. Neutrophil stimulation does not alter the overall 
levels, cellular distribution, or turnover of C/EBP proteins; it also doesn't further induce 
the constitutive DNA-binding activity detected in nuclear extracts, consisting of C/EBP(3 
and C/EBPe. However, nuclear C/EBPp is rapidly phosphorylated upon cell stimulation, 
suggesting that it can activate cytokine promoters. Indeed, the transactivation of an IL-8 
promoter-luciferase construct in a human neutrophil-like cell line was impaired when its 
C/EBP or NF-KB sites were mutated. Overexpression of a C/EBP repressor also impeded 
IL-8 promoter transactivation, as well as the generation of IL-8, Mip-la, and Mip-ip in 
this cellular model, whereas TNFa generation was mostly unaffected. Finally, 
overexpression of a C/EBPp" mutant (T235A) as well as ChIP assays unveiled an 
important role for this residue in cytokine induction. This is the first demonstration that 
C/EBP factors are important regulators of cytokine expression in human neutrophils. 
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Introduction 
Neutrophils are a cornerstone of innate immunity, in view of their phagocytic and 
microbicidal activities. In addition to being professional phagocytes, neutrophils produce 
a wide array of inflammatory mediators (principally cytokines and chemokines), which 
are involved in both innate and acquired immunity (Cassatella; Nathan). Studies 
conducted in other cell types have revealed that a critical step in the regulation of these 
mediators is the transcriptional activation of the corresponding genes by three major 
families of transcription factors, i.e. the NF-KB, AP-1 and C/EBP (CCAAT enhancer-
binding protein) families. In neutrophils, we have shown that the induction of cytokine 
and chemokine production correlates well with, and depends on, NF-KB activation 
(McDonald, Bald et al.; McDonald, Bovolenta et al.; Cloutier, Ear et al.), whereas it 
appears to be independent of AP-1 (Cloutier, Ear et al.; Tamassia, Le Moigne et al.; Ear 
and McDonald). By contrast, a role for C/EBP transcription factors in neutrophil cytokine 
generation remains to be demonstrated. 
The C/EBP family encompasses six members, termed a, p\ 6, e, y and £. In addition, 
several isoforms of C/EBPa, C/EBPp, and C/EBPe can be generated through alternative 
splicing, different promoter usage, different usage of translation initiation codon from the 
same mRNA, or by regulated proteolysis (Ramji and Foka). The shorter isoforms of 
C/EBPa, C/EBPp, C/EBPe, as well as C/EBPy, generally act as inhibitors or have lower 
promoter activation potential, since their transactivation domain is partially or totally 
missing (Ramji and Foka). All members of the family can homo- or heterodimerize 
through their basic leucine zipper region, at least in vitro (Ramji and Foka). The activity 
of C/EBP proteins can be regulated in two major ways, i.e. by modulating their cellular 
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levels (through gene transcription, mRNA translation, or proteolysis), and/or by 
phosphorylation in a negative regulatory domain, which is thought to relieve the 
inhibition of their DNA-binding and transactivation domains (Kowenz-Leutz, Twamley 
et al.; Twamley-Stein, Kowenz-Leutz et al.). In this regard, all C/EBP proteins but 
C/EBPy have been reported to be phosphorylation targets; among them, C/EBP(3 
phosphorylation has been the most extensively studied (Nakajima, Kinoshita et al.; 
Piwien-Pilipuk, Van Mater et al.; Ramji and Foka; Piwien Pilipuk, Galigniana et al.). 
Although C/EBP proteins are widely expressed, the expression of some members is 
upregulated under particular circumstances. For instance, C/EBPcc is strongly expressed 
in early myeloid progenitors (Scott, Civin et al.), and hematopoietic cells of C/EBPct-
deficient mice are blocked at an early stage of granulocyte development (Zhang, Zhang 
et al.). Similarly, C/EBPe expression is high during granulocytic differentiation 
(Yamanaka, Kim et al.), and myeloid progenitors are blocked at the last stage of 
neutrophil maturation in C/EBPe-deficient mice (Yamanaka, Barlow et al.). In addition 
to their involvement in neutrophil development and maturation, C/EBP proteins 
reportedly participate in the regulation of numerous inflammatory cytokines in various 
cell types, including TNFa, IL-lp, IL-12, IL-8, and MIP-la/p (Akira, Isshiki et al.; 
Grove and Plumb; Shirakawa, Saito et al.; Stein and Baldwin; Pope, Leutz et al.; Plevy, 
Gemberling et al.; Williams, Du et al.), which can all be induced in neutrophils 
(Cassatella). Despite this, all that is known about C/EBP proteins in mature human 
neutrophils is that the C/EBPp\ 6, e, and t, isoforms are expressed (Lekstrom-Himes, 
Dorman et al.; Bjerregaard, Jurlander et al.). 
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In this study, we report on the expression, stability, subcellular localization, DNA 
binding activity, and phosphorylation of C/EBP transcription factors in human 
neutrophils. Importantly, we also demonstrate their involvement in IL-8 promoter 
transactivation and in the generation of several inflammatory cytokines. We also show 
that C/EBPp and C/EBPe are already bound to the IL-8 promoter in primary human 
neutrophils, and that chromatin-bound C/EBP|3 is rapidly phosphorylated upon cell 
stimulation. Thus, C/EBP proteins are required not only for neutrophil differentiation, 
but also for the inducible expression of cytokines (and probably other inflammatory 
mediators) in human neutrophils. 
Materials and Methods 
Antibodies and reagents. Antibodies raised against C/EBPP (#3082), C/EBP6 
(#2318) and phospho C/EBPp (#3084) were from Cell Signaling (Beverly, MA, USA); 
antibodies against IKB-CI (sc-371), C/EBPa (sc-61, sc-15384), C/EBP(3 (sc-150), 
C/EBPs (sc-158), C/EBPy (sc-7658), and C/EBP£ (sc-793) were from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Luciferase contructs under the control of the 
IL-8 promoter (IL-8WT), as well as mutants in the NF-KB site (IL-8AKB) or in the NF-
IL6 site (IL-8ANF-IL6), were a kind gift from Dr. Allan R. Brasier (University of Texas 
Medical Branch, TX, USA)(Vlahopoulos, Boldogh et al.). The luciferase construct 
driven by 5 consensus C/EBP sites cloned into pGL3 (pGL3-5xC/EBP) was from Dr. 
Jean-Rene Cardinaux (Universite de Lausanne, Switzerland)(Kovacs, Steinmann et al.). 
The luciferase construct driven by 5 consensus NF-KB sites (pNF-KB-Luc) was from 
Stratagene (La Jolla, CA, USA). The plasmid encoding dn IKBCC (S32,36A) was a gift 
from Dr. Christian Jobin (UNC, Chapel Hill, NC, USA). The C/EBP repressor, A-
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CEBP, cloned into pRc/CMV500 was obtained from Dr. Charles Vinson (National 
Cancer Institute, Bethesda, MD, USA) (Olive, Williams et al.) and used as such, or 
subcloned (minus the Flag epitope) into pCMV2N3T (which contains 2 NLS sequences 
and 3 HA tags), obtained from Dr. Didier Trouche (Universite Paul-Sabatier, Toulouse, 
France). Plasmids encoding wild-type C/EBP|3 (CMV-NFIL6) and a mutant form 
(T235A) were from Dr. S. Akira (Osaka University, Japan). Ficoll-Paque, T4 
polynucleotide kinase and poly (dl-dC) were from Amersham-Pharmacia (Baie d'Urfe, 
Qc, Canada); radionucleotides were from NEN (Boston, MA, USA). Endotoxin-free (< 
2 pg/ml) RPMI 1640 and FCS were from Sigma (St-Louis, MO, USA) and Wisent (St-
Bruno, Qc, Canada), respectively. Recombinant human cytokines were from R&D 
Systems (Minneapolis, MN, USA), and UltraPure LPS (from E. coli 0111:B4) was from 
InvivoGen (San Diego, CA, USA). Acetylated BSA, cycloheximide, diisopropyl 
fluorophosphate (DFP), dimethyl sulfoxide (DMSO), N-formyl-methionyl-
phenylalanine (fMLP), and phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) were from 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The protease inhibitors, aprotinin, 4-(2-
aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), leupeptin, and pepstatin A, were all 
from Roche (Laval, Qc, Canada). All other reagents were of the highest available grade, 
and all buffers and solutions were prepared using pyrogen-free clinical grade water. 
Cell isolation and culture. Neutrophils were isolated from the peripheral blood of 
healthy donors, following a protocol that was duly approved by an institutional ethics 
committee. The entire procedure was carried out at room temperature and under 
endotoxin-free conditions, as described previously (Ear, Cloutier et al.). Purified 
neutrophils were resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10% autologous serum, 
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at a final concentration of 5 x 106 cells/ml (unless otherwise stated). As determined by 
Wright staining and FACS analysis, the final neutrophil suspensions contained fewer 
than 0.5% monocytes or lymphocytes; neutrophil viability exceeded 98% after up to 4 h 
in culture, as determined by trypan blue exclusion and by Annexin V/PI FACS analysis. 
The PLB-985 cell line (obtained from the Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany) was cultured at 
37°C under a humidified 5% C02 atmosphere in RPMI containing 10% FCS, 100 U/ml 
penicillin and 100 j/g/ml streptomycin. Granulocytic differentiation was induced by the 
inclusion of culture-grade DMSO (1.25 % v/v) in the culture medium for 5 days, as 
described (Ear and McDonald). 
Immunoblots. Cells were incubated at 37°C in the presence or absence of stimuli. 
Incubations were stopped by adding equivalent volumes of ice-cold PBS supplemented 
with DFP (2 mM, final concentration) and phosphatase inhibitors (10 mM NaF, 1 mM 
Na3V04, 10 mM Na4P207). For whole-cell samples, boiling sample buffer was added 
directly to cell pellets, which were briefly vortexed and placed in boiling water for a 
further 5 min. Samples thus prepared were sonicated to disrupt chromatin, and stored at 
-20°C prior to analysis. When cytoplasmic and nuclear fractions were prepared, 
incubations were stopped as described above, and neutrophils were disrupted by nitrogen 
cavitation as described previously (McDonald, Bald et al.) (McDonald, Bovolenta et al.). 
This procedure was shown to yield nuclear and cytoplasmic fractions that are exempt 
from cross-contamination (McDonald, Bald et al.; Ear, Cloutier et al.). Samples were 
electrophoresed, transferred onto nitrocellulose, and processed for immunoblot analysis 
as previously described (McDonald, Bald et al.). 
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Electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Cells were incubated as described above, 
and resuspended in ice-cold relaxation buffer (10 mM PIPES pH 7.30, 10 mM NaCl, 3.5 
mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT) supplemented with an anti-
protease cocktail (1 mM DFP, 1 mM PMSF, 1 mM AEBSF, and 10 /zg/ml each of 
aprotinin, leupeptin and pepstatin A, final concentrations) and the aforementioned 
phosphatase inhibitors. Nuclear extracts were then prepared using a nitrogen bomb 
procedure, which we described previously (McDonald, Bald et al.; McDonald, Bovolenta 
et al.), and subsequently analyzed in EMSA as described earlier (McDonald, Bald et al.). 
Real-time PCR analyses. For each experimental condition, total RNA was extracted 
from 107 neutrophils using Trizol (Invitrogen, Burlington, Ont, Canada); 1 jig of the 
resulting RNA was then reverse transcribed using Superscript II (Invitrogen) and random 
decamers (Ambion, Austin, TX, USA). Oligonucleotide primers were as follows: IL-8 
(fw AGGAAGCTCACTGGTGGCTG; rev TAGGCACAATCCAGGTGGC); Mip-lct 
(fw AGCTGACTACTTTGAGACGAGCA; rev CGGCTTCGCTTGGTTAGGA); Mip-
1(3 (fw CTGCTCTCCAGCGCTCTCA; rev GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG); TNFct 
(fw TCTTCTCGAACCCCGAGTGA; rev CCTCTGATGGCACCACCAG); GAPDH 
(fw: CGAGATCCCTCCAAATC; rev: TTCACACCCATGACGAAC). Duplicate real-
time PCR reactions for each sample were performed in a volume of 20 y\ containing 50 
ng cDNA and 200 nM forward/reverse primers, using a Quantitect SYBR Green qPCR 
kit (Qiagen) in a Rotorgene 3000 instrument (Corbett Research, Sydney, Australia). 
Reaction conditions for all primer sets were as follows: 95°C for 3 min, followed by 35 
cycles (95°C for 15 s, 60°C for 20 s, 72°C for 30 s). Amplification plots were generated 
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using the Rotorgene Application Software v6.0 (Corbett Research) and fold induction 
was calculated using the AACt method with GAPDH as a housekeeping gene (Dussault 
and Pouliot). 
ELISA analysis of secreted proteins. Cells were cultured in 12-well culture plates at 
37°C under a 5% CO2 atmosphere, in the presence or absence of stimuli and/or 
inhibitors, for the indicated times. Culture supernatants were analyzed in ELISA using 
commercially available capture and detection antibody pairs (R&D Systems, BD 
PharMingen). 
Transient transfections and luciferase assays. PLB-985 granulocytes were 
nucleofected mostly as described (Ear and McDonald). Briefly, 107 cells were pelleted 
and resuspended in 100 pi\ of room temperature Human Dendritic Cell Nucleofector 
Solution (Amaxa Biosystems, Koln, Germany), and 5 pig of plasmid was added. After a 
5-min incubation, the cells were nucleofected using the Q-01 setting of a Nucleofector 
instrument (Amaxa Biosystems). Cells were then centrifuged (280 g, 10 min), 
resuspended at 2xl06/ml in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FCS, and laid 
to rest for 2.5 h. Cells were then cultured in the presence or absence of stimuli for 1 h 
(mRNA analyses) or 6 h (cytokine secretion and luciferase assays). Luciferase assays 
were conducted as described (Ear and McDonald). 
Chromatin immunoprecipitation (CMP) assays. Chromatin preparation and 
immunoprecipitation were performed using the EZ-ChIP kit, according to the 
manufacturer's protocol (Upstate Biotechnology, Charlottesville, VA, USA). Briefly, 
protein-DNA cross-linking was achieved by incubating neutrophils (2 x 107 cells per 
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condition) with 1% formaldehyde for 10 min at room temperature under gentle 
agitation. Cross-linking was stopped by adding glycine to a final concentration of 0.125 
M and incubating at room temperature for another 5 min. Cells were pelleted and 
washed in cold PBS containing protease and phosphatase inhibitors. Pellets were 
resuspended in 1 ml lysis buffer (Upstate Biotechnology) and chromatin was then 
sonicated to an average length of 0.2-1 kb using a Sonic Dismembrator Model 100 
(Fisher Scientific). Sonicated chromatin (100 u,l/condition) was then 
immunoprecipitated with anti-C/EBP|3, anti-C/EBPe, or anti-phospho-C/EBPfi 
antibodies, or with isotype-matched control antibodies coupled to microbeads. The 
resulting protein-DNA complexes were then eluted, prior to reversing the protein-DNA 
cross-linking to allow for DNA recovery. Samples were analyzed by conventional PCR 
or quantitative PCR to amplify region containing the proximal C/EBP site in the IL-8 
promoter, using the following primers: IL-8 (-190): 5'-
AAGAAAACTTTCGTCATACGTCCG-3 ' and IL-8 (-20): 5 '-
TGGCTTTTTATATCATCACCCTAC-3'. Results were expressed as fold enrichment 
normalized to input. 
Data analysis. All data are represented as the mean ± SEM of at least three 
independent experiments. Statistical differences between groups were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni's post hoc test, using 
Prism 5 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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Results 
Expression and distribution of CIEBP proteins in human neutrophils. To determine 
which C/EBP isoforms are expressed by neutrophils, unstimulated cells were boiled in 
sample buffer and processed for immunoblotting using isoform-specific antibodies. As 
shown in Figure 1A, neutrophils express most known C/EBP isoforms, albeit with 
variable intensity. Moderate amounts of C/EBPa (both the p30 and p43 variants), 
C /EBPS, and C/EBP^re expressed, compared to substantial quantities of 
C/EBP|3 (especially the LAP and LIP variants) and C/EBPe (especially the pl4 and 
p32 variants, in that order). By contrast, authentic C/EBPy was not detected, even when 
up to 3 x 106 cell equivalents were loaded on the gels, or when the films were 
deliberately overexposed (Figure 1A and data not shown). 
We next examined the subcellular distribution of the C/EBP proteins. Neutrophils 
were disrupted by nitrogen cavitation, and the resulting nuclear and cytoplasmic 
fractions were analyzed by immunoblot; we previously showed that this fractionation 
procedure yields cytoplasmic fractions and intact nuclei that are exempt from cross-
contamination (Ear, Cloutier et al.; Cloutier, Ear et al.). As shown in Figure IB, most 
C/EBP isoforms are strictly nuclear, with the exception of C/EBPa, and of the pl4 
variant of C/EBPe. Cell stimulation with various neutrophil agonists did not alter the 
cellular distribution of the various C/EBP proteins (data not shown). 
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Figure 1. Expression and distribution of C/EBP proteins in human neutrophils. 
(A) Freshly isolated neutrophils from two different donors were boiled in sample buffer, 
and processed for immunoblot analysis of their C/EBP proteins; 5 x 105 cells were 
loaded per lane. The positive controls are unstimulated THP-1 or U937 cells, except for 
C/EBPp (U937 cells stimulated with PMA and LPS) and C/EBP£ (CHO cells stimulated 
with tunicamycin). (B) Unstimulated neutrophils were disrupted by nitrogen cavitation, 
and the resulting cytoplasmic and nuclear fractions processed for immunoblot analysis of 
their C/EBP protein content (about 106 cell equivalents per lane, representing 40 and 20 
]ig of protein/lane for cytoplasmic and nuclear fractions, respectively). For comparison, 
samples were also immunoblotted for actin and histone H3 (a nuclear marker). The 
arrowhead indicates a non specific C/EBPE band in the cytoplasm. Experiments shown in 
this figure are representative of at least three. 
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Because the expression of some C/EBP proteins (namely, |3 and 5) can increase 
following cell stimulation in monocytes and macrophages (Akira, Isshiki et al.; 
Henderson, Zou et al.; Tuyt, De Wit et al.; Caivano, Gorgoni et al.; Bradley, Zhou et al.; 
Cho, Lee et al.), we examined whether neutrophil stimulation might similarly affect 
C/EBP protein levels. Neutrophils were stimulated for up to 4h with LPS or TNFct, 
prior to immunoblot analysis of their C/EBP proteins. The cellular levels of most 
C/EBP isoforms were largely unaffected by simulation with any of the above stimuli, as 
shown in Figure 2A for LPS. A notable exception was C/EBPS, whose expression 
decreased with time, and was barely detectable at 120 min, both in resting and 
stimulated cells (Figure 2B). In view of recent reports showing that C/EBP5 can be 
constitutively degraded via the ubiquitin-proteasome pathway (Hungness, Robb et al.; 
Dearth and DeWille), neutrophils were treated in the presence or absence of the 
proteasome inhibitor, MG-132, and cultured for 2 h. As shown in Figure 2C, MG-132 
pretreatment largely prevented the constitutive loss of the C/EBP5 protein; similar 
results were obtained in cells stimulated with either LPS or TNF (data not shown). 
Finally, most of the C/EBP proteins expressed in neutrophils were found to have a low 
turnover. Indeed, the cellular levels of C/EBPa, C/EBPp, C/EBPe, and C/EBP£ 
remained largely unchanged following a 4-hour incubation of the cells in the presence 
of cycloheximide (Figure 2D). In the case of C/EBP5, the constitutive loss of the protein 
did not occur at a faster rate in the presence of CHX (Figure 2D). Similar results were 
obtained in cells stimulated with either LPS or TNF (data not shown). By comparison, 
IKBCC was found to have a high turnover rate in unstimulated neutrophils, in agreement 
with our previous reports (McDonald, Bald et al.; Cloutier, Ear et al.; Ear, Cloutier et 
al.). 
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Figure 2. Effect of neutrophil agonists on the cellular levels and stability of C/EBP 
proteins. 
(A) Neutrophils were incubated for the indicated times in the presence or absence of 100 
ng/ml LPS. Cells were then boiled in sample buffer, and processed for immunoblot 
analysis of their C/EBP protein content; 50 ng protein were loaded per lane (about 8x105 
cell equivalents). (B) Unstimulated neutrophils were cultured for the indicated times, and 
their C/EBP5 content was determined by immunoblot. (C) Unstimulated neutrophils were 
pretreated with 15 piM MG-132 or its diluent for 15 min at 37°C, and further cultured for 
up to 2 h at 37°C, prior to immunoblot analysis of their C/EBPS content. (D) Neutrophils 
were cultured for up to 4 h in the presence of 20 piglm\ cycloheximide ("CHX"). Cells 
were then boiled in sample buffer, and processed for immunoblot analysis of their C/EBP 
proteins (50 /<g/lane, representing about 8x105 cells per lane), and for comparison, of 
IKB-CI. Experiments shown in this figure are representative of at least three. 
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Detection of C/EBP DNA-binding activities in human neutrophils. Because cell 
stimulation can induce the binding of C/EBP DNA-binding complexes in several cell 
types (Akira, Isshiki et al.; Zhang and Rom; Cho, Lee et al.), neutrophils were exposed 
for varying lengths of time to various stimuli, prior to nuclear extract preparation and 
EMSA analysis. As shown in Figure 3A, constitutive NF-KB and C/EBP DNA-binding 
activities are detectable in neutrophil extracts. Whereas NF-KB binding is strongly and 
transiently increased in response to LPS, as we originally described (McDonald, Bald et 
al.), C/EBP binding remains unchanged for up to 60 min of LPS stimulation, and is 
consistently lost by 120 min (Figure 3A). Similar results were obtained in cells 
stimulated with TNFa (data not shown). 
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Figure 3. C/EBP DNA-binding activities in human neutrophils. 
(A) Neutrophils cultured for up to 4h in the presence of 100 ng/ml LPS were disrupted by 
nitrogen cavitation, and nuclear extracts were prepared and analyzed in EMSA (3 
pig/lane) using NF-KB and C/EBP oligonucleotide probes. For comparison, nuclear 
extracts from LPS-simulated RAW 264.7 cells were included on the gel (right panel) as a 
positive control for C/EBP DNA-binding activity. (B) Nuclear extracts from LPS-treated 
neutrophils were incubated in the absence ("none") or presence of various antibodies, an 
excess of unlabeled competitor oligos ("cold"), or an excess of unlabeled mutant 
competitor oligos ("mut"), prior to the addition of labeled NF-KB probe (left panel) or 
C/EBP probe (right panel), and subsequent EMSA analysis. Experiments shown in this 
figure are representative of at least four. 
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The neutrophil C/EBP and NF-KB DNA-binding complexes were specific, since 
they were competed out by a 25-fold excess of unlabeled probes, but unaffected by a 
50-fold excess of unlabeled oligonucleotides in which the DNA-binding sequence was 
mutated (Figure 3B, last 2 lanes of each panel). Supershift analyses further revealed that 
the C/EBP complex contains C/EBP|3 and C/EBPe, both in resting or activated 
neutrophils (Figure 3B and data not shown). By comparison, the NF-KB complex was 
supershifted by p50 and RelA antibodies, as reported before (McDonald, Bald et al.). 
Detection of phosphorylated CIEBPfl in human neutrophils. The activation of 
C/EBP dimers is not always reflected by an increased DNA-binding activity, and 
phosphorylation C/EBPp on Thr 235 reportedly leads to increased promoter activation 
potential (Nakajima, Kinoshita et al.; Piwien-Pilipuk, Van Mater et al.; Piwien Pilipuk, 
Galigniana et al.). Since C/EBPp is a major component of the constitutive C/EBP 
complex of neutrophil extracts, we next investigated its phosphorylation status on Thr 
235. As shown in Figure 4A, C/EBPp was transiently phosphorylated in response to 
LPS or TNFct; this effect was already evident after 5-10 min, and was sustained for up 
to lh (depending on the donor). We also investigated whether the C/EBP DNA-binding 
complexes contained phosphorylated C/EBPp by performing supershift analyses using a 
phospho-Thr 235 C/EBPp antibody. In agreement with our immunoblot data, 
phosphorylated C/EBP(3 was present in the DNA-binding complexes of LPS-stimulated 
neutrophils, whereas it was undetectable in extracts from resting cells (Figure 4B). 
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Figure 4. Phosphorylation of C/EBP0 on threonine 235 in human neutrophils. 
(A) Neutrophils were stimulated for the indicated times with 100 ng/ml LPS or 100 
U/ml TNFa, prior to boiling in sample buffer and immunoblot detection of their 
phospho-C/EBP|3 content (Thr 235); 0.5 x 106 cells were loaded per lane. The same 
samples were also migrated on a parallel gel and immunoblotted for C/EBP|5 as a 
loading control. (B) Neutrophils were stimulated for 15 min with 100 ng/ml LPS or its 
diluent ("ctrl"). Nuclear extracts were then prepared and incubated in the absence ("-") 
or presence of antibodies recognizing C/EBP-fS or its phosphorylated form (Thr235), 
prior to the addition of labeled C/EBP probe and subsequent EMSA analysis. 
Experiments shown in this figure are representative of at least three. 
Functional impact of CIEBP factors on cytokine expression in a human neutrophil-
like cell line. In view of our findings, that C/EBPp can be inducibly phosphorylated, 
and that is present in neutrophil C/EBP complexes, we sought to determine whether 
C/EBP proteins may affect neutrophil transcriptional activation. To this end, we used 
the myeloid cell line PLB-985, which can be differentiated into neutrophil-like cells, 
based on morphology and acquisition of functional responses such as a respiratory burst 
and degranulation (Monczak, Trudel et al.; Pedruzzi, Fay et al.). Moreover, the cytokine 
expression pattern and transcription factor binding pattern of granulocytic PLB-985 
cells are undistinguishable from those of primary neutrophils (ref. (Ear and McDonald) 
and Suppl. Fig. 1A). Supershift analyses additionally revealed that the NF-KB and 
C/EBP complexes of granulocytic PLB-985 cells contain the same constituents as those 
from primary neutrophils, except for the additional presence of some C/EBPa in the 
PLB-985 extracts (Suppl. Fig. IB). Finally, C/EBP(3 was rapidly phosphorylated in 
response to LPS or TNFa in granulocytic PLB-985 cells (Suppl. Fig. 1C), again as 
observed in primary neutrophils (Figure 4A). Thus, differentiated PLB-985 cells closely 
resemble human neutrophils with respect to their C/EBP system. 
To determine whether C/EBP proteins affect promoter activation, granulocytic PLB-
985 cells were nucleofected with luciferase constructs under the control of repeated 
C/EBP or NF-KB elements, prior to stimulation with LPS or TNFa. As shown in Figure 
5A, this resulted in a significant increase in both C/EBP- and NF-KB-driven promoter 
activity. We next investigated whether C/EBP can activate an actual chemokine 
promoter. Neutrophil-like PLB-985 cells were nucleofected with a construct containing 
the IL-8 promoter coupled to a luciferase reporter gene, or with similar IL-8 promoter 
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constructs featuring mutations in the proximal NF-KB or C/EBP sites. As shown in 
Figure 5B, mutation of the NF-KB site considerably decreased constitutive IL-8 
promoter activity, while mutation of the C/EBP ("NF-IL6") site had no significant 
effect. Thus, NF-KB seems important for basal promoter activity. Figure 5B also shows 
that the cells responded to either LPS or TNF with a substantial activation of the IL-8 
promoter. In stimulated cells, mutation of the proximal NF-KB or C/EBP sites nearly 
abolished promoter inducibility (Figure 5B). Thus, it appears that C/EBP factors are 
important for inducible IL-8 promoter activity in human neutrophil-like cells. 
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Figure 5. Role of C/EBP- and NF-KB binding sites on promoter activity in 
neutrophil-like PLB-985 cells. 
(A) Granulocytic PLB-985 cells (day 5) were nucleofected with luciferase constructs 
driven by 5 repeats of the consensus NF-KB or C/EBP binding sequences. The cells were 
then cultured for 6 h at 37°C in the presence or absence of 100 ng/ml LPS or 100 U/ml 
TNFcc, prior to cell lysis and luciferase activity measurement. Mean ± s.e.m. of 4 
independent experiments. (B) Granulocytic PLB-985 cells (day 5) were nucleofected 
with luciferase constructs driven by the IL-8 promoter ("IL-8 WT"), or by an IL-8 
promoter mutated in its proximal NF-KB site ("IL-8 AKB") or C/EBP site ("IL-8 
A NFIL6"). The cells were then cultured for 6 h at 37°C in the presence or absence of 
100 ng/ml LPS (upper panel) or 100 U/ml TNFa (lower panel), prior to cell lysis and 
luciferase activity measurement. Mean ± s.e.m. from 7 independent experiments. ***, 
p<0.001. 
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To exclude the possibility that unrelated transcription factors might bind the NF-KB 
and C/EBP elements within the IL-8 promoter, we overexpressed dominant negatives of 
both pathways into granulocytic PLB-985 cells. As shown in Figure 6A (left panel), dn 
IicBa (S32,36A) largely prevented the induction of a KB-driven promoter, as expected. 
The activation of the IL-8 promoter was similarly affected by dn IKBO: overexpression 
Figure 6A (right panel). Thus, NF-KB factors are involved in the induction of the IL-8 
gene in human granulocytes, in keeping with our previous observations (Cloutier, Ear et 
al.; Ear and McDonald). Neutrophil-like PLB-985 cells were also made to overexpress a 
specific C/EBP repressor protein, A-CEBP, which readily heterodimerizes with C/EBP 
isoforms to form dysfunctional heterodimers (Olive, Williams et al.). After having 
determined that A-CEBP overexpression was maximal at about 4 h (Suppl. Fig. 2A), we 
assessed the effect of A-CEBP overexpression on C/EBP DNA binding and inducible 
chemokine production. Disappointingly, A-CEBP overexpression failed to affect either 
response (Suppl. Fig. 2C, left panel, and data not shown). This prompted us to examine 
the cellular distribution of overexpressed A-CEBP. As shown in Supplementary Figure 
2A, A-CEBP was strictly cytoplasmic, and therefore had little chance to interact with 
nuclear C/EBP isoforms. As a result, we subcloned the A-CEBP repressor into the 
pCMV2N3T vector, so that the resulting protein (heretofore referred to as A-
CEBP2N3T) would acquire nuclear localization sequences. As shown in Supplementary 
Figure 2B, overexpressed A-CEBP2N3T localized to both the cytoplasm and nucleus of 
granulocytic PLB-985 cells, a maximal expression being achieved at about 2 h. As 
shown in Supplementary Figure 2C (right panel), constitutive C/EBP DNA binding 
activities were markedly diminished by A-CEBP2N3T overexpression, whereas LPS-
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induced NF-KB DNA binding was unaffected. Finally, overexpression of either A-
CEBP or A-C/EBP2N3T abrogated the induction of C/EBP-driven promoter activity in 
RAW 264.7 cells (Suppl. Fig. 2D), showing that our A-CEBP2N3T construct is 
functionally equivalent to original A-CEBP. A similar experiment conducted in 
granulocytic PLB-985 cells showed that overexpression of A-C/EBP2N3T also 
profoundly impeded C/EBP-driven promoter activation (Figure 6B, left panel). Thus, 
A-C/EBP2N3T acts as a highly effective dominant negative modulator of C/EBP-
dependent gene transactivation in our cellular model. 
Co-transfection of A-C/EBP2N3T with the IL-8 wild-type promoter into 
granulocytic PLB-985 cells largely prevented the induction of IL-8 promoter activity 
(Figure 6B, right panel). As a control, we also co-transfected A-C/EBP2N3T with the 
IL-8 promoter featuring a mutated C/EBP site. As shown in Figure 6B (bottom panel), 
A-C/EBP2N3T overexpression did not affect the inducibility of the mutated promoter, 
which strongly suggests that the actions of our A-C/EBP2N3T construct are restricted 
to the C/EBP system. 
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Figure 6. Impact of C/EBP and NF-KB transcription factors on promoter activation 
in neutrophil-like PLB-985 cells. 
(A) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were co-nucleofected with plasmids encoding dn 
IKB-CI (S32,36A) or its empty vector ("mock"), and a luciferase-reporter construct (either 
pNF-KB-Luc or or IL-8WT). After a 2.5-h culture, the cells were stimulated for 6 h with 
100 ng/ml LPS, lysed, and luciferase activity was measured. (B) Granulocytic PLB-985 
cells (d5) were co-nucleofected with plasmids encoding a dominant negative C/EBP 
construct (A-C/EBP2N3T) and a luciferase-reporter construct (pGL3-5XC/EBP-Luc, or 
IL-8WT, or IL-8ANF-IL6). After a 2.5-h culture, the cells were stimulated for 6 h with 
100 ng/ml LPS, lysed, and luciferase activity was measured. Data are mean ± SEM from 
at least 3 independent experiments. ***, p < 0.001. 
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We finally investigated whether C/EBP transcription factors participate in the 
inducible production of other inflammatory cytokines (beside IL-8) in neutrophil-like 
PLB-985 cells. As shown in Figure 7A, A-CEBP2N3T overexpression strongly 
inhibited the inducible gene expression of IL-8, Mip-la, and Mip-lp, whereas that of 
TNFa was only moderately affected. The release of the corresponding cytokines was 
similarly affected by A-CEBP2N3T overexpression (Figure 7B and data not shown). 
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Figure 7. Effect of an overexpressed C/EBP repressor on cytokine expression and 
release in neutrophil-Iike PLB-985 cells. 
(A) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with a plasmid encoding a 
dominant negative A-CEBP repressor (A-C/EBP2N3T). After a 2.5-h culture, the cells 
were stimulated for 1 h with 100 ng/ml LPS, prior to RNA extraction and qPCR 
analysis. Values were normalized over GAPDH, and are represented as fold increase 
relative to unstimulated cells. Mean ± s.e.m. from 3 independent experiments, each 
performed in duplicate. (B) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with a 
plasmid encoding A-C/EBP2N3T. After a 2.5-h culture, the cells were stimulated for 6 
h with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa, prior to ELISA analysis of culture 
supernatants. Mean ± s.e.m. from 3 independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; 
***, p < 0.001; ns, not significant; nd, not determined. 
Chromatin association of phosphorylated C/EBP ft (Thr235) in human neutrophils 
and functional consequences of C/EBP B phosphorylation on cytokine generation. We 
next sought to gather more evidence of a link between the rapid onset of C/EBP(3 
phosphorylation observed in neutrophils and granulocytic PLB-985 cells, and the 
C/EBP-dependent chemokine promoter activation. To this end, ChIP assays were 
performed in primary human neutrophils, using primers targeting the region of the IL-8 
promoter encompassing the proximal C/EBP site. As shown in Figure 8, C/EBPp and 
C/EBPe proteins are constitutively bound to the IL-8 promoter, both in resting and LPS-
activated neutrophils. Importantly however, the association of phosphorylated C/EBPP 
to the IL-8 promoter is enhanced 4- to 5-fold following LPS stimulation. These results 
prompted us to determine the actual impact of the inducible phosphorylation of C/EBP|3 
on cytokine production. 
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Figure 8. Chromatin association of phosphorylated C/EBPfJ (Thr235) in human 
neutrophils. 
Neutrophils were stimulated with LPS (100 ng/ml) for the indicated times, and ChIP 
assays were performed using anti-phospho-C/EBP|3, anti-C/EBPp\ or anti-C/EBPe 
antibodies, or isotype-matched controls. Conventional PCR (left panel) or real-time 
PCR (right panel) were performed with primers spanning the proximal C/EBP site of 
the IL-8 promoter. A representative experiment is shown (left panel); mean ± s.e.m. 
from 3 independent experiments (right panel). 
For this purpose, neutrophil-like PLB-985 cells were made to overexpress a 
C/EBPp variant in which Thr 235 had been mutated to an alanine, or (as a control) wild-
type C/EBP|3. As shown in Figure 9, the production of IL-8, Mip-la, and (to a lesser 
extent) Mip-lp\vas increased in cells overexpressing wild-type C/EBP|3, whereas 
TNFa production was unaffected. This increase in chemokine production was however 
abolished in cells overexpressing C/EBP|3 (T235A).Therefore, phosphorylation of 
C/EBPp on Thr 235 seems to be essential for inducible IL-8, Mip-la and Mip-l|3 gene 
expression in neutrophils. 
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Figure 9. Functional consequences of C/EBPp phosphorylation on cytokine 
production in neutrophil-like PLB-985 cells. 
Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with a plasmid encoding either 
C/EBPp variant, or with an empty vector (pCDNA3). After a 2.5-h culture, the cells 
were stimulated for 6 h with 100 ng/ml LPS, prior to ELISA analysis of culture 
supernatants. Mean ± s.e.m. from 3 independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; 
***, p < 0.001; ns, not significant. 
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Discussion 
Cytokines and chemokines released by neutrophils contribute significantly to the 
recruitment of discrete leukocyte populations at inflammatory sites, and modulate 
inflammatory and immune processes (Cassatella; Nathan). The production of these 
mediators must therefore be tightly regulated. In this regard, we recently showed that 
the production of inflammatory cytokines by human neutrophils is under the control of 
NF-KB (Cloutier, Ear et al.), and that accordingly, overexpression of a dn IKBOI impedes 
both cytokine expression (Ear and McDonald) and IL-8 promoter transactivation in 
human granulocytes (this paper). By contrast, neutrophil cytokine production appears to 
be independent of AP-1 (Cloutier, Ear et al.; Tamassia, Le Moigne et al.; Ear and 
McDonald). We now report that C/EBP transcription factors, in addition to their known 
involvement in the differentiation of myeloid precursors into granulocytes (Scott, Civin 
et al.; Yamanaka, Barlow et al.; Yamanaka, Kim et al.; Zhang, Zhang et al.; Zhang, 
Nelson et al.), also play a foremost role in regulating the inducible production of several 
inflammatory cytokines in mature human neutrophils. 
We first investigated which members of the C/EBP proteins family are expressed in 
neutrophils, since the existing literature contains conflicting observations. Earlier 
studies had reported that neither C/EBPct nor C/EBP(3 proteins are detectable in 
neutrophil nuclear extracts, be it in resting cells or following stimulation with TNFa or 
LPS, and that accordingly, no DNA binding to a C/EBP probe could be detected in 
EMSA (Page, Gleich et al.; Tsutsumi-Ishii, Hasebe et al.). However, it must be pointed 
out that in these studies, nuclear extracts were prepared following cell disruption by 
detergent lysis in the absence of elastase-class protease inhibitors, a procedure which 
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results in the proteolysis of many neutrophil transcription factors (McDonald, Bovolenta 
et al.). By contrast, low amounts of C/EBPct and abundant quantities of C/EBP(3 were 
detected in neutrophils by Bjerregaard et al. (Bjerregaard, Jurlander et al.), who 
included an inhibitor of elastase-class proteases (DFP) in their samples - in complete 
agreement with our results. The presence of low amounts of C/EBPa in mature 
neutrophils is also in keeping with the observation that the protein is highly expressed in 
early myeloid progenitors, whereas its levels markedly decrease during terminal 
granulocytic differentiation (Natsuka, Akira et al.; Scott, Civin et al.; Bjerregaard, 
Jurlander et al.). We observed a similar phenomenon during the differentiation of PLB-
985 cells towards a neutrophil-like phenotype (our unpublished data). Our data 
regarding the presence of other C/EBP isoforms in neutrophils (namely, moderate 
C/EBPS and C/EBPt, expression, and undetectable C/EBPy) also agree well with those 
of Bjerregaard et al. (Bjerregaard, Jurlander et al.), albeit with one notable exception. 
Using magnetic purification, the latter group attributed the previous detection of 
C/EBPe isoform in neutrophils (Lekstrom-Himes) to contaminating eosinophils 
(Bjerregaard, Jurlander et al.). When we used a similar approach to completely deplete 
eosinophils (and other leukocytes) from our neutrophil preparations, however, we found 
that highly purified neutrophils still express substantial amounts of C/EBPe, even 
though eosinophils do express the protein as well (Suppl. Fig. 3). A possible explanation 
for this discrepancy is that different antibodies were used to deplete eosinophils (anti-
CD49d in the previous report vs anti-CD9 in our case). In this regard, it is noteworthy 
that the CD49d antigen is strongly expressed on the surface of neutrophil precursors, 
and moderately on peripheral blood human neutrophils (Lund-Johansen and Terstappen; 
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Conran, Gambero et al.). It is therefore conceivable that a neutrophil subpopulation that 
strongly expresses C/EBPE is removed when using anti-CD49d antibodies to deplete 
eosinophils. Conversely, our demonstration that C/EBPe is expressed in neutrophil-like 
PLB-985 cells (Figure 5B), which are not contaminated by eosinophil-like cells, is 
further evidence that human neutrophils do express C/EBPE. 
Having established which C/EBP isoforms are expressed in neutrophils, we next 
investigated their fate upon cell stimulation. Whereas the amount of some C/EBP 
proteins increases following stimulation in monocytes and macrophages (Akira, Isshiki 
et al.; Henderson, Zou et al.; Tuyt, De Wit et al.; Bradley, Zhou et al.; Cho, Lee et al.), 
the cellular content of most C/EBP proteins was unaffected by neutrophil stimulation by 
physiological agonists (i.e. LPS, TNFa) for up to 4 h. Even the constitutive, 
proteasome-mediated degradation of C/EBP6 was unchanged in LPS- or TNF-treated 
neutrophils. The observation, that C/EBP5 is relatively short-lived, prompted us to 
investigate the stability of other isoforms. In contrast to C/EBP5, all other C/EBP 
proteins expressed in neutrophils were found to have a slow turnover, as their cellular 
levels were unaffected by cycloheximide, whether in resting or stimulated cells. We 
finally investigated the subcellular localization of C/EBP proteins in resting and 
activated neutrophils, and found that most C/EBP isoforms are strictly nuclear, with the 
exception of C/EBPa, and of the pl4 variant of C/EBPe, which were cytoplasmic. 
Accordingly, we detected a constitutive C/EBP DNA-binding activity in nuclear 
extracts of both primary neutrophils and neutrophil-like PLB-985 cells. Supershift 
experiments established the prevalence of C/EBPp and e within the specific C/EBP 
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DNA-binding complex, in keeping with the fact that these two isoforms appear to be the 
most abundantly expressed in neutrophils. Unexpectedly, stimulation of neutrophils 
with either LPS or TNFa failed to increase the intensity of the C/EBP DNA-binding 
complex in neutrophils, in contrast to observations made in other inflammatory cells, 
such as mouse macrophages (Caivano, Gorgoni et al.; Bradley, Zhou et al.; Cho, Lee et 
al.). In the latter instance, however, the increased in DNA binding largely reflects the de 
novo synthesis of C/EBP(3 and 5 isoforms (Caivano, Gorgoni et al.; Bradley, Zhou et al.; 
Cho, Lee et al.), whereas we showed herein that cellular C/EBP levels are unaffected by 
neutrophil stimulation. 
From a more functional perspective, we showed that C/EBPp could be transiently 
phosphorylated on Thr 235 in response to stimulation with LPS or TNFa. Supershift 
experiments further established that C/EBPP phosphorylated on this residue was a 
constituent of the C/EBP DNA-binding complexes detected in nuclear extracts of 
stimulated neutrophils. Furthermore, we demonstrated that upon cell stimulation, 
C/EBPp phosphorylated on Thr 235 is recruited to the IL-8 proximal promoter in 
neutrophils. To our knowledge, this the first time that ChIP assays are successfully 
performed in human neutrophils. Because C/EBP|3 phosphorylation on Thr 235 entails 
an increased potential to activate gene promoters (Nakajima, Kinoshita et al.; Piwien-
Pilipuk, Van Mater et al.; Piwien Pilipuk, Galigniana et al.), we investigated whether 
C/EBP proteins can modulate cytokine expression in neutrophils. To this end, we used 
granulocytic PLB-985 cells, which we recently showed to behave like primary 
neutrophils with respect to transcription factor activation and inflammatory cytokine 
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generation (Ear and McDonald). In this model, we showed that agonists which induce 
C/EBPp phosphorylation (LPS, TNFa) also stimulate the activity of a C/EBP-driven 
promoter, as well as that of an actual cytokine promoter (the IL-8 promoter). Moreover, 
the use of proximal IL-8 promoter variants mutated in the NF-KB or C/EBP sites clearly 
demonstrated that these binding sites are crucial for IL-8 promoter transactivation in 
human granulocytes. To verify that the transcription factors binding to these sequences 
are indeed NF-KB and C/EBP proteins, we overexpressed specific dominant negatives 
of either family (IKBCI (S32,36A) and A-CEBP2N3T, respectively) into granulocytic 
PLB-985 cells. These experiments confirmed our recent demonstration of the central 
role of NF-KB in inducible cytokine expression in both granulocytic PLB-985 cells and 
primary neutrophils (Cloutier, Ear et al.; Ear and McDonald). More importantly, these 
overexpression experiments also established for the first time that C/EBP proteins play a 
crucial role in the inducible gene expression (and subsequent release) of several 
inflammatory chemokines. In this regard, the fact that A-CEBP2N3T overexpression 
potently inhibited IL-8, Mip-lct and Mip-1(3 generation is especially relevant, 
considering that E-GFP overexpression experiments indicated that only about two thirds 
of the cells actually express the transfected material (Ear and McDonald). Thus, A-
CEBP2N3T must have been tremendously effective in inhibiting downstream cellular 
responses in those cells which overexpressed it. This said, not all cytokines investigated 
were under the control of C/EBP proteins, as illustrated by our finding that TNFa gene 
expression and release were only modestly affected by A-CEBP2N3T overexpression. 
Finally, overexpression of a C/EBPp mutant (T235A) confirmed the importance of 
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C/EBPp phosphorylation on Thr 235 for the inducible generation of several cytokines in 
human granulocytes. 
Collectively, our findings represent the first demonstration of C/EBP protein 
involvement in the expression and production of inflammatory cytokines (or any 
protein) in mature human granulocytes. As our study was being completed, Akagi and 
colleagues (Akagi, Saitoh et al.) reported that in neutrophils from C/EBPp knockout 
mice, the expression of IL-6, IL-10, IL-12 were strongly decreased following LPS 
stimulation, relative to wild-type mice (Akagi, Saitoh et al.). This suggests that these 
cytokines, and perhaps others that are also relevant to inflammatory and immune 
processes, might be similarly controlled by C/EBP proteins in human neutrophils - in 
addition to IL-8, Mip-la, and Mip-ip (as shown herein). This will be addressed in 
future studies. Another important aspect of our findings is that nuclear C/EBP 
complexes are constitutively present in neutrophils, and that promoter activation results 
from inducible C/EBPp phosphorylation, as opposed to increased DNA binding. This 
agrees well with our observation, that C/EBP(3 and C/EBPe constitutively bind to the 
IL-8 proximal promoter in primary human neutrophils, and that phosphorylated C/EBP|3 
is recruited to this promoter region upon cell stimulation. A constitutive association of 
C/EBPP with the RANTES and the IL-ip promoters was similarly reported to remain 
unchanged in stimulated Mono-Mac-6 human monocytes, yet C/EBP factors were found 
to be necessary for LPS-induced gene expression in this model (Fessele, Boehlk et al.; 
Liang, Zhang et al.). Together, the above considerations indicate that in human 
neutrophils, genes encoding inflammatory cytokines and chemokines might be similarly 
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transcribed from a poised promoter architecture due to post-translational modification of 
C/EBPp and perhaps other transcription factors. Future studies are clearly required to 
elucidate this possibility. On a final note, our data suggest that C/EBP proteins might 
represent a potentially interesting therapeutic target, especially in disorders in which 
neutrophils prevail. One possible advantage of such an approach is that C/EBP proteins 
are involved in the induction of a smaller subset of inflammatory mediators than those 
under the control of NF-KB transcription factors, which should help minimize undesired 
side effects. 
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Supplementary Figure 1. C/EBP DNA-binding activity and 
phosphorylation in neutrophil-like PLB-985 cells. 
Voir legende sur 1'autre page. 
(A) Human PLB-985 cells were differentiated along the granulocytic lineage for 5 days, 
and stimulated with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFafor the indicated times at 37°C; 
nuclear extracts were prepared and analyzed in EMSA (2 ^g/lane) using NF-KB and 
C/EBP oligonucleotide probes. This experiment is representative of at least three. (B) 
Nuclear extracts from TNF-treated PLB-985 granulocytic cells (d5) were incubated in the 
absence ("none") or presence of various antibodies, an excess of unlabeled competitor 
oligos ("cold"), or an excess of unlabeled mutant competitor oligos ("mut"), prior to the 
addition of labeled C/EBP probe and subsequent EMSA analysis. This experiment is 
representative of two. (C) Granulocytic PLB-985 cells (day 5) were stimulated with 100 
ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa for the indicated times, prior to immunoblot analysis of 
their phospho-C/EBPp content (Thr 235). The same samples were also migrated on a 
parallel gel and immunoblotted for C/EBPp as a loading control. This experiment is 
representative of two. 
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Supplementary Figure 2. Overexpression and functional analysis of a C/EBP 
repressor in neutrophil-like PLB-985 cells. 
(A) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with a pRc/CMV500 vector 
containing the A-CEBP repressor (Olive, Williams et al.), and the cells were then 
cultured for the indicated times, prior to disruption by nitrogen cavitation and preparation 
of cytoplasmic and nuclear fractions. Samples thus prepared were processed for 
immunoblot analysis of A-CEBP expression, using anti-FLAG antibodies. The 
membranes were then re-probed using actin and histone H3 antibodies, as a loading 
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control. The experiment shown is representative of two. (B) Granulocytic PLB-985 cells 
(d5) were nucleofected with a pCMV2N3T vector containing the A-CEBP repressor 
(Olive, Williams et al.), and after culturing the cells for the indicated times, cytoplasmic 
and nuclear fractions were prepared as described in (A). Samples were then processed for 
immunoblot analysis of A-CEBP2N3T expression, using anti-HA antibodies. The 
membranes were then re-probed for loading using an actin or histone H3 antibody. The 
experiment shown is representative of three. (C) Granulocytic PLB-985 cells (day 5) 
were either nucleofected with A-CEBP cloned into pRc/CMV500 (or vector alone) and 
cultured for 4 h (left panel), or nucleofected with A-CEBP cloned into pCMV2N3T (or 
vector alone) and cultured for 2 h (right panel). Nuclear extracts were then prepared and 
analyzed in EMSA using C/EBP or NF-KB oligonucleotide probes (the cells were 
stimulated for 15 min before nuclear extraction when NF-KB activation was studied). The 
experiment shown is representative of three. (D) Mouse macrophage RAW 264.7 cells 
were co-nucleofected with plasmids encoding a C/EBP-driven luciferase-reporter 
construct (C/EBP-Luc) and a C/EBP repressor (either A-CEBP or A-CEBP2N3T, or 
empty vector controls - pCMV500 and pCMV2N3T, respectively). After a 4-h culture, 
the cells were stimulated for 16 h with 100 ng/ml LPS, lysed, and luciferase activity was 
measured. **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
151 
A lota! 
granulocytes 
10° 101 102 103 10^  
cm 
highly purified 
neutrophils 
O ~\ 11 I I I I | — n i i q i 11in|—i i mqf 
10° 101 102 103 WA 
cm 
B 
C/EBPp 
C/EBPf 
J?# & 
& ^ <f & 
Supplementary Figure 3. Expression of C/EBPe in highly purified human 
neutrophils and eosinophils. 
(A) Contaminating eosinophils were depleted from total granulocytes incubating the 
latter with a mouse anti-CD9 antibody (BD Pharmingen), then with rat anti-mouse IgG 
microbeads (Miltenyi Biotech, CA, USA). The cells were washed, resuspended in PBS, 
layered onto a CS column (Miltenyi Biotech) and purified using a VarioMACS separator 
(Miltenyi Biotech). The purity of the neutrophil preparations was analyzed by flow 
cytometry, before (left panel) and after (right panel) eosinophil depletion, using a mouse 
anti-CD9 antibody and a rat anti-mouse IgG FITC. Data were analyzed using CellQuest 
Pro Software (Becton Dickinson). (B) Total granulocytes, highly purified neutrophils (i.e. 
after eosinophil depletion), purified eosinophils, and U937 cells (as a positive control) 
were analyzed for their expression of C/EBPP and C/EBPE by immunoblot. 
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CHAPITRE 3 : L'ACTIVATION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 
C/EBPP ET CREB PAR LA MAP KINASE p38 ET IMPACT 
TRANSCRIPTIONAL ET TRADUCTIONNEL DE CELLE-CI SUR 
L'EXPRESSION DES CYTOKINES CHEZ LES NEUTROPHILES 
Resultats (section traditionnelle) 
Le premier article presente dans cette these montrait bien l'impact des p38 MAP 
kinases dans la production de cytokines et chimiokines chez les neutrophiles. Afin 
d'elucider davantage le role des MAP kinases p38 dans cette production, nous nous 
sommes interesses a leurs substrats potentiels. Nous avons tout d'abord verifie 
l'implication de ces derniers dans la regulation transcriptionnelle des chimiokines et des 
cytokines en etudiant le facteur de transcription CREB et sa regulation potentielle par la 
MAP kinase p38. Pour faire un lien avec le second article presente dans cette these, nous 
avons ensuite verifie si elles etaient impliquees dans la phosphorylation du facteur de 
transcription C/EBP|3. Finalement, nous avons etudie les kinases MNK1/2, leur 
regulation par la MAP kinase p38 et leur implication dans la production de chimiokines 
chez les neutrophiles. 
Contribution de Petudiant: 
En ce qui concerne les travaux contenus dans ce dernier chapitre de cette these, 
Alexandre Cloutier a realise toutes les experiences presentees dans ce chapitre. II a 
egalement participe a l'ebauche du plan de travail avec le Dr. McDonald. 
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Expression et activation des proteines ATF/CREB chez les neutrophils 
Tel que mentionne dans 1'introduction, aucune etude n'a encore determine si les 
proteines de la famille ATF-CREB sont exprimees chez les neutrophiles humains. Nous 
nous sommes done penches sur cette question en premier lieu. Les facteurs de 
transcription de type leucine zipper sont generalement faiblement exprimes chez 
differents types cellulaires et leur expression doit etre induite. Les neutrophiles ont done 
ete stimules ou non avec du LPS (100 ng/ml) avant l'etude de l'expression des proteines 
ATF-1, CREB1 et CREM. A cette fin, nous avons isole les proteines totales de 
neutrophiles, puis nous avons effectue des immunobuvardages. Nous avons remarque que 
les neutrophiles expriment fortement la proteine CREB1 et un peu plus faiblement la 
proteine ATF-1. La proteine CREM est quant a elle difficilement detectable (figure 1A). 
L'expression de toutes ces proteines est constitutive et elle n'est pas affectee par une 
stimulation au LPS ou au TNF-a (100 U/ml, equivalent a 1 ng/ml) sur une periode allant 
jusqu'a 4h (figure 1A et non presente). Par la suite, nous avons verifie la localisation 
cellulaire d'ATF-1 et de CREB1. Nos resultats montrent clairement que ces deux 
proteines se retrouvent majoritairement dans Ie noyau et que leur distribution cellulaire 
est inchangee suite a une stimulation au LPS ou au TNF-a (figure IB et non presente). 
Etant donne la forte expression de CREB1, la proteine ayant le plus grand potentiel 
transactivateur de cette famille, nous avons voulu verifier si elle etait phosphorylee suite 
a une stimulation au LPS ou au TNF-a. Nous avons done effectue des 
immunobuvardages en incubant les membranes avec un anticorps reconnaissant la forme 
phosphorylee de CREB1 (p-Ser 133) en utilisant des extraits proteiques totaux de 
neutrophiles stimules ou non pour differents temps. Nous avons observe que la proteine 
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CREB1 etait rapidement phosphorylee suite a une stimulation au LPS au TNF-a (5 a 10 
min, selon le donneur) (figure 1C, fleche du haut). Cette phosphorylation de CREB1 
atteint un maximum entre 15 et 30 min et diminue par la suite pour revenir a l'etat du 
controle 2h environ apres la stimulation. On remarque egalement une induction de la 
phosphorylation d'ATF-1 en Ser63 par la stimulation au LPS (plus evidente lors 
d'exposition de plus longue duree) (figure 1C, fleche du bas). 
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Figure 1. Expression, localisation et phosphorylation des proteines ATF-1/CREB 
A) Les neutrophiles ont ete stimules avec du LPS (100 ng/ml) ou non, puis l'expression 
des proteines ATF-1, CREM et CREB a ete analysee a partir d'extraits proteiques totaux 
par immunobuvardage. B) Des extraits cytoplasmiques et nucleaires ont ete isoles a partir 
de neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ou non, puis ont ete analyses pour leur 
contenu en proteines ATF/CREB par immunobuvardage. C) Des extraits proteiques 
totaux de neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ou du TNF-a ont ete analyses 
pour leur contenu en proteines ATF-1 et CREB phosphorylees. 
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Etant donne que les proteines de la famille CREB sont exprimees et qu'elles sont 
phosphorylables (dans le cas de CREB1 et ATF-1) suite a une stimulation au LPS ou au 
TNF-a, nous avons voulu voir si elles liaient des elements de reponse CRE sur l'ADN. 
Nous avons done isole les proteines nucleaires de neutrophiles stimules ou non avec du 
LPS, puis nous avons effectue des retentions sur gel (EMSA) pour verifier la capacite des 
proteines nucleaires de neutrophiles a lier un element de reponse CRE. Nos resultats 
indiquent la presence de deux complexes distincts capables de lier l'oligonucleotide 
contenant un site CRE, et ce, dans les extraits nucleaires provenant de neutrophiles non-
stimules. On remarque cependant une augmentation considerable de la liaison a l'element 
de reponse CRE suite a une stimulation des neutrophiles au LPS et au TNF-a (figure 
2A). Cette liaison a l'element CRE atteint un maximum apres 30 min de stimulation, et 
ce, pour le LPS et le TNF-a. Par la suite, nous avons determine quelles etaient les 
proteines liant l'element CRE in vitro. A cette fin, nous avons effectue des EMSA en 
incluant des anticorps diriges contre diverses proteines dans le tampon de reaction avant 
l'ajout de l'oligonucleotide radiomarquee. Des anticorps ciblant les proteines ATF-1, 
CREM, CREB1 et des membres de la famille AP-1 (c-Jun, JunD et c-Fos) ont ete utilises. 
Ces derniers ont ete testes etant donne que les proteines des families Jun et Fos peuvent 
lier des elements CRE du a la forte homologie entre les sites CRE et TRE. Nos resultats 
montrent clairement que le facteur CREB1 est present dans les 2 complexes, alors que la 
proteine ATF-1 peut heterodimeriser avec CREB1 pour former le complexe de plus faible 
poids moleculaire (figure 2B). C'est done dire que CREB1 peut lier l'element de reponse 
CRE en tant qu'homo- ou heterodimere. Nous avions deja montre que CREB1 pouvait 
aussi lier des sites TRE chez les neutrophiles humains (Cloutier, Ear et al. 2003). Les 
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proteines des autres sous-families de basic leucine zipper testees sont quant a elles 
incapables de lier un element CRE chez les neutrophiles humains. 
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Figure 2. Induction de la liaison d'ATF-1 et de CREB sur element de reponse CRE 
A) Des proteines nucleaires de neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ou non ont 
ete analysees par EMSA pour leurs capacites a lier un oligonucleotide radio-marque 
contenant un site de liaison consensus CRE. B) Des extraits nucleaires de neutrophiles 
sitmules durant 30 min avec du LPS (100 ng/ml) ont ete analyses par EMSA avec un 
oligonucleotide radio-marque CRE en presence de divers anticorps ou d'oligonucleotides 
non-marques (froide et AP-1). 
Implication des kinases p38 et MSK-1 dans l'activation de CREB 
Sachant que CREB1 est phosphorylee et que sa capacite de lier l'ADN est 
augmentee suite a une stimulation, nous avons voulu determiner la voie de signalisation 
impliquee dans ces phenomenes. Dans la litterature, diverses proteines kinases capables 
de phosphoryler CREB ont ete repertoriees, incluant la PKA, la premiere kinase 
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decouverte pour effectuer ce role. Nous avons tout d'abord utilise un inhibiteur de cette 
proteine kinase, le H89 {N-[2-(p-bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinoline 
sulfonamide), afin d'evaluer le role de la PKA dans la phosphorylation de CREB1. Cet 
inhibiteur est couramment utilise dans la litterature afin d'etudier le role de la PKA 
(Lochner and Moolman 2006). Nous avons done pre-traite les neutrophiles avec 10 \iM 
de H89 pendant 45 min puis nous les avons stimules avec 100 ng/ml de LPS pour 15 min. 
Par la suite, nous avons isole les proteines totales puis nous avons effectue des 
immunobuvardages afin de determiner l'effet de cet inhibiteur sur la phosphorylation en 
Ser 133 de CREB. Tel que presente a la figure 3A, l'inhibiteur de la PKA n'a aucun effet 
sur la phosphorylation de CREB induite par le LPS. C'est done dire qu'une ou d'autres 
kinases sont impliquees. Nous avons done teste differents inhibiteurs ciblant la kinase 
PI3K (LY294002), les kinases MEK1/2 (U0126), les PKC (GF109203X), les MAP 
kinases p38a/p(SB202190) les MAP kinases ERK1/2 (ERK inhibitor 1) et les kinases 
RSK (BI-D1870) sur la phosphorylation de CREB. Les neutrophiles ont done ete pre-
incubes 45 min avec ces inhibiteurs avant d'etre stimules pour 15 min avec 100 ng/ml de 
LPS. Les resultats montrent clairement que seul l'inhibiteur des MAP kinases p38 a/|3 
attenue efficacement la phosphorylation de CREB1 en Ser 133 (figure 3B). Cette 
diminution de la phosphorylation de CREB1 par le SB202190 chez les neutrophiles est 
observee chez tous les donneurs testes, cependant a divers degres. On peut le constater 
dans la figure 3F ou 1'inhibition par le SB202190 est plus prononcee. Dans la figure 3B, 
on remarque que les autres inhibiteurs n'affectent en rien la phosphorylation de cet acide 
amine de CREB1. II est interessant de noter que l'inhibiteur des kinases RSK n'affecte en 
rien la phosphorylation de CREB1. Rappelons qu'il a ete rapporte que ces kinases 
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peuvent phosphoryler CREB1 chez divers types cellulaires (Xing, Ginty et al. 1996; 
Zhang, Zhai et al. 2002). La voie MEK-ERK-RSK n'est done pas necessaire a l'induction 
de I'activite transcriptionnelle de CREB. La phosphorylation de CREB en Ser 133 est 
done mediee, du moins en partie, par la voie des MAP kinases p38a/(3. II est connu que la 
p38 peut activer d'autres kinases (notamment les kinases MSK-1/2) et que la kinase 
MSK-1 est generalement la principale kinase impliquee dans la phosphorylation de la 
Ser 133 de CREB1 chez plusieurs types cellulaires. Nous avons done voulu verifier 
premierement si la kinase MSK-1 etait phosphorylee en Thr 581 suite a une stimulation 
au LPS. La phosphorylation de cette threonine par les MAP kinases p38 ou ERK1/2 est 
essentielle a l'activation du domaine kinase C-terminal de MSK-1, ce qui permet l'auto-
phosphorylation de son domaine kinase en N-terminale (Arthur 2008). Ce domaine 
kinase en N-terminale phosphoryle les substrats de MSK-1 tels ATF-1, CREB, p65 (Ser 
276) et 1'histone H3 (Ser 10 ou Ser 28) (Deak, Clifton et al. 1998; Thomson, Clayton et 
al. 1999; Arthur and Cohen 2000; Zhong, Jansen et al. 2001; Gupta and Prywes 2002; 
Vermeulen, De Wilde et al. 2003). Nous avons done effectue des immunobuvardages 
avec un anticorps dirige contre la Thr 581 phosphorylee de MSK-1. Nos resultats 
montrent que la kinase MSK-1 est rapidement phosphorylee suite a une stimulation au 
LPS, cependant la cinetique de phosphorylation semble legerement plus lente que celle 
de CREB1 (figure 3C). Effectivement, la phosphorylation de CREB1 est detectable 5 min 
apres la stimulation alors qu'a cet instant la phosphorylation de MSK-1 est a peine 
detectable. Cependant, tout comme la phosphorylation de CREB1, celle de MSK-1 atteint 
un maximum 30 min apres la stimulation. La kinase MSK-1 pourrait done etre en partie 
responsable de la phosphorylation de CREB1. De plus, puisque la kinase MSK-1 est 
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principalement retrouvee a l'etat phosphoryle dans le noyau des neutrophiles, elle se situe 
done dans le meme compartiment cellulaire que son substrat potentiel CREB1 (figure 
3D). Ensuite, nous avons verifie l'effet de l'inhibiteur des MAP kinases p38 (SB202190) 
sur la phosphorylation de la MSK-1 afin de determiner si cette voie est impliquee dans la 
phosphorylation de MSK-1 et par consequent, dans l'activation de celle-ci. Nos resultats 
montrent clairement que la voie des MAP kinases p38a/|3est impliquee dans la 
phosphorylation de MSK-1 (figure 3E). A l'oppose, l'utilisation de l'inhibiteur des 
kinases MEK1/2 (U0126) nous indique que cette voie n'est pas impliquee dans cette 
phosphorylation. Finalement, nous avons utilise un inhibiteur de la kinase MSK-1 (Ro-
31-8220) afin de verifier si cette kinase phosphoryle bel et bien le facteur de transcription 
CREB1. Comme on peut le constater dans la figure 3F, un pre-traitement avec cet 
inhibiteur bloque totalement la phosphorylation de CREB induite par une stimulation au 
LPS. En somme, la voie de signalisation p38-MSK-l est impliquee dans la 
phosphorylation de CREB1 induite par le LPS chez les neutrophiles humains. 
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Figure 3. Kinases impliquees dans la phosphorylation de CREB1 
A) Les neutrophiles ont ete pre-incubes durant 45 min avec du H89 (10 LIM), puis 
stimules ou non avec du LPS (100 ng/ml) ou du TNF-a (100 U/ml) pendant 15 min. 
L'expression de la proteine CREB1, phosphorylee ou non, a ete analysee a partir 
d'extraits proteiques totaux par immunobuvardage. B) Les neutrophiles ont ete pre-
incubes avec divers inhibiteurs de proteines kinases (SB202190, 3 LIM; U0126, 10 LIM; 
LY294002, 10 LIM; GF109203X, 2 LIM; ERK inhibitor 1, 5 LIM; BI-D1870, 10 LIM) 
durant 45 min avant de determiner l'impact de ces kinases sur la phosphorylation 
inductible de CREB par immunobuvardage. C) Des extraits proteiques totaux de 
neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ont ete analyses par immunobuvardage 
afin d'evaluer la phosphorylation de MSK-1 sur la Thr 581. D) Des extraits 
cytoplasmiques et nucleaires ont ete isoles a partir de neutrophiles stimules avec du LPS 
(100 ng/ml) ou non, puis ont ete analyses pour leur contenu en MSK-1 phosphorylee sur 
la Thr 581 par immunobuvardage. E) Les neutrophiles ont ete pre-incubes avec des 
inhibiteurs de la MAPK p38 (SB202190, 3 LIM) ou des MEK1/2 (UO126,10 LIM) durant 
45 min avant de determiner l'impact de ces kinases sur la phosphorylation inductible de 
MSK-1 par immunobuvardage. F) Les neutrophiles ont ete pre-incubes avec des 
inhibiteurs du sentier p38- MSK-1 (p38 (SB202190, 3 LIM); MSK-1 (Ro-31-8220, 
5 LIM)) durant 45 min avant de determiner l'impact de ces kinases sur la phosphorylation 
inductible de CREB1 par immunobuvardage. 
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Ensuite, nous avons verifie si les inhibiteurs de cette voie (p38/MSK-l) affectent 
aussi la liaison a 1'ADN de CREB. Nous avons done pre-traite des neutrophiles avec ces 
inhibiteurs avant de les stimuler pour 15 min avec du LPS, puis nous avons isole les 
proteines nucleaires. Ensuite, nous avons fait des gels de retardement afin de verifier la 
capacite de CREB a lier l'ADN. Les resultats de la figure 4A montrent clairement que 
l'inhibiteur des MAP kinases p38 diminuent grandement la liaison de CREB a l'ADN. A 
des concentrations plus elevees que 3 \xM, nous avions demontre dans le premier article 
de cette these que le SB203580 (un autre inhibteur de p38 a/p couramment utilise) inhibe 
aussi l'activation du facteur de transcription NF-KB. NOUS avons done teste differentes 
concentrations de SB202190 ou SB203580 afin de determiner la concentration minimale 
necessaire pour inhiber considerablement la liaison de CREB sans affecter d'autres voies 
de signalisation. Nous avons observe qu'en utilisant 3 [iM de SB203580 ou de 
SB202190, la capacite de CREB a lier l'ADN est fortement inhibee, et qu'elle est 
equivalente ou inferieure a celle de neutrophiles non-stimules (figure 4A). Comme on 
1'aura constate dans les resultats precedents, e'est cette concentration que nous avons 
utilise dans toutes nos experiences. Par la suite, nous avons aussi etudie 1'effet de 
l'inhibiteur de MSK-1 sur la capacite de CREB a lier l'ADN. Tel que montre a la figure 
4B, l'inhibiteur interfere avec la liaison de CREB a l'ADN avec la meme efficacite que le 
SB202190, alors que le H89 n'affecte en rien cette liaison. Done, en plus de 
potentiellement augmenter le pouvoir de transactivation genique de CREB, la 
phosphorylation de CREB sur la Serl33 semble etre aussi necessaire pour augmenter sa 
capacite" a lier l'ADN chez les neutrophiles. 
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Figure 4. Impact de l'inhibition de la voie p38/MSK-l sur la liaison de CREB sur 
l'ADN. 
A) et B) Des proteines nucleaires, preparees a partir de neutrophiles pre-incubes ou non 
avec differents inhibiteurs de proteines kinases durant 45 min puis stimules avec du LPS 
pendant 30 min, ont ete analyses par EMSA pour leur capacite a lier un oligonucleotide 
CRE (SB202190, 3 \xM; Ro-31-8220, 5 |xM et H89, 10 uM). 
Role des kinases p38 et MSK-1 dans la production de chimiokines 
Dans le but de determiner l'impact de l'activation de la voie p38/MSK-l/CREB 
sur la production de cytokines, nous avons verifie l'effet de 1'inhibiteur de la MSK-1 sur 
l'expression des ARNm des cytokines IL-8, MlP-la, MIP-1(3 et TNF-a. Nous avons 
aussi teste l'effet de 1'inhibiteur de la p38, le SB202190. Dans le premier article de cet 
these, nous avions montre qu'un autre inhibteur de ces kinases, le SB203580, attenuait 
significativement l'expression des ARNm de ces cytokines. Nous voulions done evaluer 
1'efficacite du SB202190 comparativement a celle du SB203580. Nous avons done pre-
traite des neutrophiles avec 5 fxM de Ro-31-8220 ou 3 \xM de SB202190 pendant 45 min 
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avant de les stimuler avec du LPS 100 ng/ml durant 1 h. Ensuite, l'ARN total a ete isole 
avant d'etre transforme en ADNc par transcription inverse (RT-PCR). Des analyses par 
PCR en temps reel ont ete effectuees a partir de ces ADNc afin de determiner 
l'expression relative en ARNm de ces cytokines. Tel que presente dans la figure 5, la 
stimulation des neutrophiles avec le LPS augmente d'environ 6 fois l'expression de 
l'IL-8 par rapport aux neutrophiles non-stimules. Tandis que l'expression de MlP-la, de 
MIP-1(3 et du TNF-a est augmentee de 29, 14 et 11 fois, respectivement, par la 
stimulation des neutrophiles au LPS. Un pre-traitement avec l'inhibiteur de p38 (le 
SB202190) attenue considerablement l'expression inductible des messagers des cytokines 
testees et ce, avec un efficacite legerement superieure au SB203580 (Cloutier, Ear et al. 
2007). Ainsi, il diminue de 42% l'expression de l'IL-8, de 65% celle de MlP-la et de 
57% celle de MIP-lp. Cet inhibiteur diminue significativement l'expression du TNF-a 
induite par le LPS (environ 30%), cependant avec une efficacite beaucoup moins 
prononcee que pour les autres genes. Quant a lui, l'inhibiteur de MSK-1 diminue 
fortement l'expression de tous ces genes. En effet, le Ro318220 attenue de 58% 
l'expression de l'IL-8, de 89% celle de MlP-la, de 82% celle de MIP-lp et de 85% celle 
du TNF-a. A l'exception de l'expression du TNF-a, les differences d'efficacite 
observees entre l'inhibiteur des MAP kinases p38 et celui de MSK-1 ne sont pas 
significatives et sont probalement dues a une concentration excessive de Ro-31-8220 
utilisee. Pour en etre certain, il faudrait effectuer des essais kinases avec des extraits 
proteiques de neutrophiles pre-traites avec differentes concentrations de cet inhibiteur 
puis stimules au LPS pour differents temps. Quoiqu'il en soit, il apparait que les MAP 
kinases p38 represented la voie principale d'activation de la kinase MSK-1. Cependant, 
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les differences d'efficacite observees, surtout en ce qui concerne l'expression du TNF-a, 
pourrait aussi etre le resultat de l'inhibition d'autres voies de signalisation par le Ro-31-
8220. Par exemple, l'expression du TNF-a chez les neutrophiles pourrait dependre de 
l'activite des proteines kinases C (probablement une PKCfJ), une autre cible de cet 
inhibiteur. 
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Figure 5. Impact de l'inhibition de la voie p38/MSK-l sur l'expression des ARNm 
des chimiokines induites par le LPS. 
Les neutrophiles ont ete pre-incubes en presence ou en absence d'inhibiteurs des kinases 
p38 ou MSK-1 durant 45 min puis stimule pour 60 min avec du LPS (100 ng/ml). L'ARN 
total des cellules a ete isole puis analyse par PCR en temps reel pour l'expression des 
messagers de l'IL-8, de MIP-lcc, de MIP-1|3 et du TNF-a. L'expression de ces genes a 
ete normalised par rapport a l'expression du gene de la GAPDH. L'induction genique est 
quantifiee par rapport a l'expression de ces genes chez les cellules non-stimulees (Ctrl). 
165 
Role de CREB dans la transactivation de promoteur de chimiokines 
Afin de determiner le role de CREB dans l'expression des cytokines chez les 
neutrophiles humains, nous avons du nous tourner vers 1'utilisation du modele des PLB-
985 differenciees en neutrophiles matures. Bien que nous avions des soup9ons quant a 
une augmentation de la capacite transactivationnelle de CREB suite a diverses 
stimulations chez les neutrophiles primaires (justifies par l'induction de la 
phosphorylation), nous avons d'abord determine si l'element de reponse CRE pouvait 
etre transactive chez les PLB-985 differenciees suite a une stimulation au LPS. A cette 
fin, nous avons transfecte les PLB-985 differenciees avec un vecteur CRE-reporteur, puis 
nous les avons stimulees avec du LPS a une concentration de 100 ng/ml. Six heures plus 
tard, l'activite luciferase a ete mesuree dans les lysats cellulaires totaux. Tel que presente 
dans la figure 6A, l'activite luciferase controlee par quatre sites CRE dans le promoteur 
est augmentee d'envion 2 fois par une stimulation au LPS (100 ng/ml). Ainsi, la 
stimulation au LPS engendre une cascade de signalisation intracellulaire menant a la 
transactivation de sites CRE chez les PLB-985 differenciees en neutrophiles. 
Par la suite, nous avons verifie si des sites CRE retrouves dans des promoteurs de 
chimiokines participaient a la transactivation de ces genes chez ces memes cellules. Nous 
les avons done transfectees avec un vecteur luciferase controle par le promoteur proximal 
de l'IL-8 de type sauvage (IL-8 WT) ou avec ce vecteur IL-8, mais ayant une mutation 
dans le CRE retrouve dans ce promoteur proximal (IL-8 ACRE), puis nous les avons 
stimule pour 6 heures avec du LPS avant de mesurer l'activite luciferase. Tel qu'illustre 
dans la figure 6B, la stimulation au LPS augmente d'environ 2.3 fois l'activite luciferase 
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comparativement a l'activite basale retrouvee chez les cellules non-stimulees. Chez les 
cellules transferees avec le vecteur IL-8 ayant une mutation dans le site CRE, cette 
induction est completement abolie et l'activite luciferase est meme inferieure a celle des 
cellules non-stimulees transfectees avec le vecteur de type sauvage. De plus, la 
transactivation basale de l'IL-8 est diminuee de 65% chez les cellules non-stimulees 
transfectees avec le vecteur mute. II apparait done que le site CRE soit essentiel a la 
transactivation basale et inductible du promoteur de l'IL-8. 
Ces resultats sont aussi observes pour la transactivation du promoteur MIP-ip. En 
effet, l'induction de l'activite luciferase observee lors d'une stimulation au LPS chez les 
cellules transfectees avec le vecteur MlP-lpde type sauvage est completement abolie 
chez les cellules transfectees avec le vecteur MIP-ip ayant une mutation dans le site CRE 
(figure 6C). La transactivation basale du promoteur de MIP-1|3 est aussi affecr.ee par la 
mutation de ce site, etant inhibee de 70%. En somme, il semble que la transactivation 
basale et inductible de promoteurs de chimiokines soit sous la dependance de sites CRE 
chez les PLB-985 differenciees en neutrophiles. II semble done fort probable qu'il en soit 
egalement ainsi chez les neutrophiles primaires. 
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Figure 6. Role des sites CRE dans l'activation de promoteurs chez les cellules PLB-
985 differenciees en neutrophiles 
A) Les PLB-985 differenciees ont ete transferees avec un vecteur luciferase rapporteur 
de la transactivation de sites CRE (CRE-Luc) puis ont ete stimulees dans les 30 min 
suivantes avec du LPS (100 ng/ml) pour 6 heures avant de mesurer l'activite luciferase. 
B) et C) Les PLB-985 differenciees ont ete transferees avec differentes constructions 
luciferases des promoteurs l'IL-8 (IL-8 WT, IL-8 ACRE ) et de MIP-ip (MIP-lp WT, 
MIP-ip ACRE ) puis ont ete stimulees dans les 30 min suivantes avec du LPS (100 
ng/ml) pour 6 heures avant de mesurer l'activite luciferase. 
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Bien que les sites CRE soient importants pour la transactivation de promoteurs de 
chimiokines, nous avons voulu determiner le role du facteur CREB1 dans la 
transactivation de promoteurs de chimiokines chez les neutrophiles. Pour ce faire, nous 
avons co-transfecte les PLB-985 differenciees avec le vecteur luciferase controle par le 
promoteur de l'IL-8 avec, soit un vecteur encodant la proteine CREB1 de type sauvage 
(CREB WT), soit un vecteur encodant la proteine CREB1 mutee en Ser 133 (CREB 
S133A), soit avec le vecteur vide (pcDNA3.1). Par la suite, les cellules ont ete stimulees 
4 heures apres la transfection, puis 1'activite luciferase a ete mesuree six heures apres 
Pajout du LPS (toujours a 100 ng/ml). Tel que montre dans la figure 7, la surexpression 
de la proteine CREB augmente de 2 fois 1'activite luciferase induite par le LPS par 
rapport aux cellules transferees avec le vecteur vide (pcDNA3.1). 
Chez les cellules transferees avec la proteine CREB mutee en Ser 133, cette 
augmentation de la transactivation n'est pas observee et 1'activite luciferase mesuree est 
semblable a celle obtenue chez les cellules transferees avec le vecteur vide (pcDNA3.1). 
C'est done dire que la proteine CREB participe a la transactivation du promoteur de l'IL-
8 chez les neutrophiles humains et que pour ce faire la Ser 133 est essentielle. II est aussi 
concevable qu'une phosphorylation de cette serine par la voie p38/MSKl soit impliquee 
dans cette augmentation de la transactivation de ce promoteur induite par le LPS. 
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Figure 7. Importance de la proteine CREB et de la serine 133 de ce facteur dans 
l'induction de la transactivation de l'IL-8 chez PLB-985 differenciees en 
neutrophiles. 
Les PLB-985 differenciees ont ete co-transfectees avec un vecteur luciferase sous le 
controle du promoteur de l'IL-8 et differents vecteurs (pcDNA3.1, CREBWT, CREB 
S133A) puis ces cellules ont ete stimulees 4 heures apres la transfection. Les cellules ont 
ensuite ete stimulees avec du LPS (100 ng/ml) pour 6 heures avant de mesurer l'activite 
luciferase. 
Ayant demontre un role de CREB dans la transactivation du gene de l'IL-8 dans 
le modele PLB-985, nous avons essaye de determiner la participation de CREB dans la 
transactivation de differents promoteurs chez les neutrophiles primaires. A cette fin, nous 
avons effectue des essais d'immunoprecipitation de la chromatine en utilisant un 
anticorps dirige contre cette proteine phosphorylee en Ser 133. Malheureusement, les 
deux differents anticorps utilises n'ont pas permis d'immunoprecipiter les regions 
comportant les differents sites CRE sur les promoteurs de l'IL-8 et de MIP-1(3 (non 
montre). II se peut que les anticorps utilises ne soient pas appropries pour les essais ChIP 
ou bien que la fixation des neutrophiles avec la formaldehyde denature la proteine de 
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CREB S133A 
maniere a ce que l'anticorps ne puisse plus la reconnaitre. Dans un proche avenir, nous 
reessaierons avec d'autres anticorps, mais aussi en diminuant le temps de fixation ou tout 
simplement en absence d'agent fixatif (cross-linking agent). Evidemment, nous 
effectuerons aussi des ChIP en utilisant un anticorps dirige contre la proteine CREB non-
phosphorylee. 
Implication des MAP kinases p38 et MSK-1 dans la phosphorylation de C/EBPp 
L'identification des MAP kinases p38 a titre de kinases impliquees dans la 
phosphorylation de CREB chez les neutrophiles, nous a incite a verifier le role de celles-
ci dans la phosphorylation d'autres facteurs de transcription. Devant 1'importance de 
C/EBPp dans la generation de chimiokines chez les neutrophiles, nous avons analyse 
1'impact de la voie MAP kinase p38 sur la phosphorylation de cette proteine. Chez 
certains types cellulaires, cette voie de signalisation participe d'ailleurs a la 
phosphorylation de C/EBPp (Bradley, Zhou et al. 2003; Seymour, Roberts et al. 2006). 
Nous avons done pre-traite les neutrophiles avec 3 \iM de SB202190 pendant 45 min puis 
nous les avons stimules avec 100 ng/ml de LPS pour 15 min. Par la suite, nous avons 
isole les proteines totales puis nous avons effectue des immunobuvardages afin de 
determiner l'effet de cet inhibiteur sur la phosphorylation en Thr 235 de C/EBPp. Tel que 
presente a la figure 8A, les resultats montrent clairement que la voie des MAP kinases 
p38a/(3est impliquee dans la phosphorylation de C/EBP(3. A l'oppose, l'utilisation 
d'inhibiteurs ciblant les kinases MEK1/2 (U0126) et PKC (GF109203X) nous indique 
que ces voies ne sont pas impliquees dans la phosphorylation de C/EBPp. 
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Rappelons que l'activation de ces voies de signalisation est aussi connue pour participer a 
la phosphorylation en Thr 235 chez certains types cellulaires (Trautwein, Caelles et al. 
1993; Trautwein, van der Geer et al. 1994; Hu, Roy et al. 2001; Zhu, Yoon et al. 2002). 
Puisque les MAP kinases p38 sont impliquees dans la phosphorylation de C/EBPP chez 
les neutrophiles, nous avons determine si 1'inhibition de ces kinases influencait aussi le 
recrutement ou l'induction de la phosphorylation de C/EBPp sur les promoteurs de 
chimiokines. A cette fin, les cellules ont ete traitees tel que decrit precedemment puis 
nous avons effectue des essais d'immunoprecipitation de la chromatine en utilisant un 
anticorps dirige contre cette proteine phosphorylee en Thr 235. Les resultats presentes 
dans la figure 8B montrent qu'un pre-traitement avec l'inhibiteur de p38 diminue 
considerablement l'induction de la phosphorylation de C/EBP(3 sur les promoteurs de 
l'IL-8 et de MlP-la, deux genes que nous avons montre pour etre regules par cette 
proteine chez les neutrophiles. Les resultats obtenus avec l'inhibiteur de MSK-1 (Ro-31-
8220) nous indiquent egalement que cette proteine kinase est impliquee dans la 
phosphorylation de C/EBPp chez les neutrophiles. Chez les neutrophiles, il semble done 
que la voie p38-MSK-l regule activement la phosphorylation de C/EBP(3 induite par le 
LPS, et probablement par d'autres stimuli. 
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Figure 8. Phosphorylation de C/EBP(5 mediee par la MAP kinase p38 chez les 
neutrophiles 
A) Les neutrophiles ont ete pre-incubes avec divers inhibiteurs de proteines kinases 
(SB202190, 3 mM; U0126, 10 mM et GF109203X, 2 mM) durant 45 min avant de 
determiner l'impact de ces kinases sur la phosphorylation inductible de C/EBP(3 par 
immunobuvardage. B) Les neutrophiles ont traites tel que decrit ci-haut et des essais 
d'immunoprecipitation de la chromatine ont ete effectues en utilisant un anticorps dirige 
contre cette proteine phosphorylee en Thr 235. La liaison de cette proteine sur les 
promoteurs de l'IL-8 et MIP-lcx a ete detecte par PCR a partir de l'ADN 
immunoprecipite. L'ADN, obtenu avant immunoprecipitation, a ete amplifie pour 
s'assurer que la raeme quantite d'ADN initiale a ete utilisee (Input). 
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Role post-transcriptionnel des MAP kinases p38 et MNK-1 dans la generation de 
chimiokines 
Nos travaux recemment publies de raeme que les resultats presentes dans cette 
section demontrent l'importance des MAP kinases dans la generation de chimiokines 
chez les neutrophiles humains. En plus du role transcriptionnel evident de ces kinases 
dans la production de cytokines, nous avons aussi demontre leur importance dans la 
regulation post-transcriptionnelle de ces mediateurs. Par consequent, nous avons voulu 
identifier d'autres substrats impliques dans ces evenements post-transcriptionnels. 
Recemment, l'activation de la kinase MNK-1 par les MAP kinases p38 et ERK1/2 a ete 
demontree pour participer a la regulation traductionnelle de cytokines telles MCP-1, IL-8, 
IL-6 et TNF-a chez les lymphocytes et les macrophages (Buxade, Parra et al. 2005; 
Cherla, Lee et al. 2006; Rowlett, Chrestensen et al. 2008). Nous avons done verifie si 
e'etait aussi le cas chez les neutrophiles humains. Tout d'abord, nous avons determine si 
cette kinase etait activee suite a une stimulation au LPS. Nous avons done effectue des 
immunobuvardages avec un anticorps dirige contre MNK-1 phosphorylee en Thr 197 et 
202, une modification caracteristique de son activation (Waskiewicz, Flynn et al. 1997). 
Nos resultats montrent que la kinase MNK-1 est rapidement phosphorylee suite a une 
stimulation au LPS. Cette phosphorylation est maximale 30 min suivant la stimulation 
(figure 9A). Suite a cette stimulation, la kinase MNK-1 est retrouvee a l'etat phosphoryle 
dans le cytoplasme et le noyau avec un predominance nucleaire (figure 9B). Ensuite, 
nous avons verifie l'impact des MAP kinases sur la phosphorylation de MNK-1. Nos 
resultats montrent clairement que la voie des MAP kinases p38a/(3 est impliquee dans la 
phosphorylation de MNK-1 alors que celle activant les kinases ERK1/2 ne Test pas 
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(figure 9C). Nous avons ensuite tente de determiner si le principal substrat de MNK-1 
etait active chez les neutrophiles suite a une stimualtion au LPS. Ce substrat est la 
proteine eIF4E, qui influence positivement la traduction des ARNm (Mahalingam and 
Cooper 2001). Cette proteine est phosphorylee par la MNK-1 sur la serine 209 
(Waskiewicz, Flynn et al. 1997). Nous avons done effectue des immunobuvardages en 
utilisant un anticorps reconnaissant la forme phosphorylee d'eIF4E (p-Ser 209) sur des 
extraits proteiques totaux de neutrophiles stimules ou non pour differents temps. 
Etonnament, nous avons ete incapables de detecter la proteine eIF4E phosphorylee chez 
les neutrophiles, alors que nous avons detecte sa phosphorylation chez les cellules RAW 
264.7 stimulees au LPS (figure 9C). Bien que les neutrophiles expriment la proteine 
eIF4E non phosphorylee, l'activation de la kinase MNK-1 par le LPS n'entratne pas la 
phosphorylation d'eIF4E (figure 9C). 
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Figure 9. Activation de la kinase MNK1 mediee par la MAP kinase p38 et sa 
localisation cellulaire chez les neutrophils 
A) Des extraits proteiques totaux de neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ont 
ete analyses par immunobuvardage afin d'evaluer la phosphorylation de MNK-1 sur les 
Thr 197 et 202. B) Des extraits cytoplasmiques et nucleaires ont ete isoles a partir de 
neutrophiles stimules avec du LPS (100 ng/ml) ou non, puis ont ete analyses pour leur 
contenu en MNK-1 phosphorylee sur les Thr 197 et 202 par immunobuvardage. C) Les 
neutrophiles ont ete pre-incubes avec divers inhibiteurs de proteines kinases (SB202190, 
3 yM; U0126, 10 \iM\ LY294002, 10 uM; GF109203X, 2 pJVI) durant 45 min avant de 
determiner 1'impact de ces kinases sur la phosphorylation inductible de MNK-1 par 
immunobuvardage. D) Des extraits proteiques totaux de neutrophiles stimules avec du 
LPS (100 ng/ml) ont ete analyses par immunobuvardage afin d'evaluer la 
phosphorylation d'eIF4E sur les Thr 197 et 202. 
Malgre cela, nous avons tout de meme voulu determiner si la kinase MNK-1 avait 
un role dans la generation de chimiokines chez les neutrophiles. A cette fin, nous avons 
utilise le CGP57380, un inhibiteur de MNK-1. Nous avons done pre-traite des 
neutrophiles avec 20 [xM de CGP57380 ou 3 ^M de SB202190, a titre comparatif, 
pendant 45 min avant de les stimuler avec du LPS (100 ng/ml) ou du TNF-a (lOOng/ml) 
durant 6 h. Ensuite, les surnageants cellulaires ont ete recoltes avant d'etre analyses par 
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ELISA. Tel que presente dans la figure 10, Pinhibition de la kinase MNK-1 diminue 
drastiquement la relache des chimiokines IL-8, MlP-la et MIP-1(3 induite par le LPS et 
le TNF-cx. De facon interessante, cette inhibition est comparable a celle obtenue avec 
l'inhibiteur des MAP kinases p38. II apparait done que 1'effet post-transcriptionnel de 
cette derniere sur la production de chimiokines soit partiellement mediee par la kinase 
MNK-1. Afin de s'assurer d'un role post-transcriptionnel de MNK-1, nous avons analyse 
1'effet de son inhibition sur l'expression des ARNm des chimiokines. Nous avons done 
pre-traite des neutrophiles avec 20 JAM de CGP57380 ou 3 |J.M de SB202190, a titre 
comparatif, pendant 45 min avant de les stimuler avec du LPS (100 ng/ml) durant 1 h. 
Ensuite, 1'ARN total a ete isole avant d'etre transforme en ADNc par transcription 
inverse (RT-PCR). Des analyses par PCR en temps reel ont ete effectuees a partir de ces 
ADNc afin de determiner l'expression relative en ARNm de ces cytokines. Tel que 
presente dans la figure 11, l'inhibition de la kinase MNK-1 n'affecte en rien l'expression 
des messagers des chimiokines IL-8, MlP-la et MIP-1|3 chez les neutrophiles, 
confirmant ainsi son role post-transcriptionnel dans la generation de chimiokines chez les 
neutrophiles humains. A l'oppose, l'inhibition des MAP kinases p38 confirme son role 
dans les deux etapes de regulation genique. 
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Figure 10. Impact de 1'inhibition de la kinase MNK-1 sur la generation des 
chimiokines induites par le LPS. 
Des neutrophiles ont ete pre-incubes avec 20 \iM de CGP57380 ou 3 (J,M de SB202190, a 
titre comparatif, pendant 45 min avant de les stimuler avec du LPS (100 ng/ml) ou du 
TNF-a (lOOng/ml) durant 6 h. Les surnageant cellulaires ont ensuite ete analyses par 
ELISA pour mesurer leurs concentrations en chimiokines. 
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Figure 11. Impact de l'inhibition de la kinase MNK-1 sur 1'expression des ARNm 
des chimiokines induites par Ie LPS. 
Des neutrophiles ont ete pre-incubes avec 20 (J.M de CGP57380 ou 3 (xM de SB202190, a 
titre comparatif, pendant 45 min avant de les stimuler avec du LPS (100 ng/ml) ou du 
TNF-a (lOOng/ml) durant 1 h. L'ARN total des cellules a ete isole puis analyse par PCR 
en temps reel pour l'expression des messagers de l'IL-8, de MlP-la et de MIP-lp\ 
L'expression de ces genes a ete normalised par rapport a l'expression du gene de la 
GAPDH. L'induction genique est quantifiee par rapport a l'expression de ces genes chez 
les cellules non-stimulees (Ctrl). 
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Materiel et Methodes (section traditionnelle) 
Anticorps et reactifs 
Les anticorps diriges contre les proteines CREB-1 (sc-292; X-12), CREB-2 (sc-200; C-
20), ATF-1 (sc-241; FI-1), CREM (sc-34024; C-12), ATF-2 (sc-187; C-19), c-Jun (sc-
1694; H-79) et c-Fos (sc-52, 4) ont ete achetes chez Santa Cruz Biotechnology (Santa 
cruz, CA). Les anticorps diriges contre les proteines pSerl33-CREB (#9191), MNK1 
(#2195), pThr581-MSK-l (#9595), pThrl97/202-MNKl/2 (#2111) et pSer380-p90RSK 
(#9335), pSer209-eIF4E (#9741) ont ete achetes chez Cell Signaling Technology (New 
England Biolabs, Pickering, Ontario). L'anticorps dirige contre eIF4E (clone 87) a ete 
obtenu de BD Biosciences (Mississauga, Ontario). Un oligonucleotide contenant des sites 
NFKB repetes en tandem identiques a ceux du promoteur du HIV a ete synthetise (5'-
gatcaGGGACTTTCCgctgGGGACTTTCC -3') (Invitrogen, Burlington, Ontario). Un 
o l igonucleot ide contenant un site consensus CREB (5'-
agagattgccTGACGTCAgagagctag-3') et un oligonucleotide contenant un site consensus 
C/EBP (5'-tgcagaTTGCGCAAtctgca - 3') ont ete achetes chez Promega (Madison, WI) et 
chez Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), respectivement. Le Ficoll-Hypaque, le 
dextran T500, la T4 polynucleotide kinase et le poly (dl-dC) (acide deoxyinosique-acide 
deoxycytidylique) ont ete achetes chez GE Healthcare Bio-Sciences (Baie d'Urfe, 
Quebec). L'ATP-[y-32P] a ete achete chez Perkin Elmer NEN (Boston, MA). Le RPMI 
1640, la penicilline/streptomycine, la L-Glutamine et le FBS a faible teneur en 
endotoxines bacteriennes (<6pg/ml) ont ete achetes chez Wisent (St-Bruno, Quebec). Les 
cytokines recombinantes (TNF-a, GM-CSF) ont ete achetees chez R&D Systems 
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(Minneapolis, MN), et le LPS (Escherichia coli 0111 :B4) a ete achete chez List 
Biological Laboratories (Campbell, CA). L'BSA acetylee, le diisopropyl fluorophosphate 
(DFP), le PMSF ont ete achetes chez Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). Les inhibiteurs de 
proteases: aprotinine, AEBSF (4-(2-aminomethyI)benzenesulfonyl fluoride), la 
leupeptine, la pepstatin A et les inhibiteurs des MAP kinases p38a/|3 (SB 203580 et SB 
202190), l'inhibiteur des MSK-1/2 (Ro-31-8220) ont ete achetes chesz BIOMOL 
International L.P.. (Plymouth Meeting, PA). Les inhibiteurs de ERK1/2: ERK inhibitor I 
(3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl) methylene)-2,4-thiazolidinedione) et ERK 
inhibitor II (5-(2-Phenyl-pyrazoIo[l,5-a]pyridin-3-yI)-lH-pyrazolo[3,4-c]pyridazin-3-
ylamine) ont ete achetes chez Calbiochem (EMD Biosciences Inc., Gibbstown, NJ) 
(Hancock, Macias et al. 2005; Ohori, Kinoshita et al. 2005). L'inhibiteur des RSKs (RSK 
1-4) (le BI-D1870) a ete achete de l'unite de recherche sur la phosphorylation des 
proteines de Puniversite Dundee (Dundee, Ecosse) (Sapkota, Cummings et al. 2007). 
L'inhibiteur de MNK1 CGP57380 a ete fourni par Herman Gram de Novartis Pharma, 
Basel, Suisse) (Knauf, Tschopp et al. 2001). Tous les autres reactifs etaient de la plus 
grande qualite disponible, et tous les tampons et solutions ont ete prepares utilisant de 
l'eau sans pyrogene de qualite clinique. 
Isolation des neutrophiles humains et culture cellulaire 
La lignee promyelocytaire humaine PLB-985 a ete achetee chez Deutsche 
Sammlung von mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig, Allemagne), et 
cultivee a 37°C sous un atmosphere de 5% C02 dans du RPMI 1640 supplements de 
10% FBS inactive a la chaleur (56°C, 30 min), de 2mM L-glutamine et des antibiotiques 
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streptomycine (100ng/ml) et penicilline (lOOU/ml). Les neutrophiles humains ont ete 
isoles du sang peripherique de donneurs sains dans des conditions aseptiques selon la 
methode de Boyum a l'exception que toute la procedure a ete effectuee a temperature 
ambiante (Boyum 1968). Brievement, le sang a ete preleve puis centrifuge (lOmin a 
200g), le plasma a ete enleve et remplace par du PBS IX sterile. Apres la sedimentation 
avec du dextran 2% (30-45min), les cellules ont ete centrifugees sur du Ficoll-Hypaque 
(20 min a 400g); l'anneau de PBMC a ete soigneusement recueilli et les erythrocytes 
contenus dans le culot granulocytaire ont ete enleves par lyse hypotonique avec de l'eau 
(20s) puis completer avec du PBS 2X. Les neutrophiles ont ete centrifuges a nouveau 
puis resuspendus a une concentration finale de 5M/ml dans du RPMI 1640 supplement^ 
de 5% de serum autologue. Tel que determine par coloration Wright/Giemsa, les 
preparations de neutrophiles contenaient moins de 0,5% de monocytes ou de 
lymphocytes. La viabilite des neutrophiles excedait 98% apres trois heures en culture, 
determinee par exclusion au bleu de trypan. Les cellules isolees ont ete mises en culture 
dans des petris (traites pour la culture cellulaire) a 37°C sous un atmosphere de 5% C02. 
Dans quelques experiences, les cellules ont ete cultivees dans des tubes de polypropylene 
a 37°C, avec une agitation occasionnelle. 
Retention sur gel ou EMSA (« Electrophoretic mobility shift assays ») 
Les cellules ont ete incubees a 37°C en presence ou en absence de stimuli. Les 
incubations ont arretees en ajoutant un volume equivalent de PBS froid contenant du DFP 
(2mM concentration finale) et des inhibiteurs de phosphatases (lOmM NaF, ImM 
Na3V04, lOmM Na4P207), avant une centrifugation de 5 min a 300g. Les cellules ont 
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ete resuspendues dans le tampon de relaxation froid (lOmM PIPES (pH 7.30), lOmM 
NaCl, 3,5mM MgC12, 0,5mM EGTA, 0,5mM EDTA et ImM DTT) supplemente 
d'inhibiteurs de proteases (ImM DFP, ImM PMSF, ImM 4-(2-
aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride, et 10fig/ml d'aprotinine, de leupeptine et de 
pepstatine A), en plus des inhibiteurs de phosphatases ci-haut mentionnes. Les extraits 
nucleaires ont ensuite ete prepares en utilisant une procedure par cavitation a l'azote, 
laquelle a ete decrite predemment (McDonald, Bald et al. 1997). Les extraits nucleaires 
ainsi obtenus ont ete analyses par EMSA pour la liaison de NF-KB ainsi que pour la 
liaison de CREB tel que decrit dans (McDonald, Bald et al. 1997). 
Electrophoreses et Immunobuvardages 
Pour les echantillons cellulaires totaux (« Whole cell samples »), les incubations 
ont ete arretees tel que decrit plus haut; un petit aliquot de chaque echantillon a ete pris 
pour une analyse subsequente du contenu proteique, et les neutrophiles ont ete 
centrifuges pour 10 min a 200g. Du tampon d'echantillon bouillant (Laemmli sample 
buffer IX) a ete ajoute directement sur le culot cellulaire, lequel a ete vortexe brievement 
et bouilli 3 min a 95 °C. Les echantillons ainsi prepares ont ete soniques pour solubiliser 
la chromatine et entreposes a -20°C. Lorsque des fractions cytoplasmiques et nucleaires 
ont ete preparees, les neutrophiles ont ete lyses par cavitation a l'azote. Cette procedure 
permet d'obtenir des fractions nucleaires et cytoplasmiques exemptes de contamination 
(McDonald, Bald et al. 1997; McDonald, Bovolenta et al. 1998). Apres avoir determine 
la concentration proteique des extraits (Bradford), ceux-ci ont ete bouillis 3min en 
presence de tampon d'echantillon concentre prechauffe a 95°C pour obtenir une 
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concentration finale de IX i.e., 25mM Tris base (pH 6.80), 2% SDS, 5% 2-ME, et 10% 
glycerol. Tous les echantillons ont ete migres par electophorese de type SDS-PAGE 
selon la methode de Laemmli sur des gels de 10-14% (Laemmli UK., 1970). Apres les 
SDS-PAGE, les proteines sont transferees sur des membranes de nitrocellulose, 
lesquelles sont colorees au rouge de Ponceau, decolorees, bloquees puis analysees avec 
les differents anticorps tel que decrit dans (McDonald, Bald et al. 1997). 
Isolation de l'ARN et PCR en temps reel 
Les neutrophiles ont ete incubes en presence ou en absence de stimuli ou 
d'inhibiteurs pour les temps desires, tel qu'indique. L'ARN total a ete extraite avec le 
TRIZOL puis analyse par PCR en temps reel. Les reactions de PCR ont ete effectuees tel 
que precedemment decrit dans (Cloutier, Guindi et al. 2009). La sequence des 
oligonucleotides utilises est: IL-8 (fw AGGAAGCTCACTGGTGGCTG; rev 
TAGGCACAATCCAGGTGGC); Mip-la (fw AGCTGACTACTTTGAGACGAGCA; 
rev CGGCTTCGCTTGGTTAGGA); Mip-1(3 (fw CTGCTCTCCAGCGCTCTCA; rev 
GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG); TNFa (fw TCTTCTCGAACCCCGAGTGA; rev 
CCTCTGATGGCACCACCAG); GAPDH (fw: CGAGATCCCTCCAAATC; rev: 
TTCACACCCATGACGAAC). Les inductions de 1'expression genique ont ete calculees 
avec la methode AACt en utilisant le gene GAPDH (Dussault and Pouliot 2006). 
ELISA 
Les neutrophiles (3M/600nl) ont ete cultives dans des plaques de 24 puits a 37°C 
sous un atmosphere de 5% CO2 en presence ou en absence de stimuli et/ou d'inhibiteurs, 
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pour les temps indiques. Les surnageants cellulaires ont ete soigneusement preleves, 
congeles rapidement dans l'azote puis entreposes a -80°C. Les concentrations 
chimiokines (IL-8, MlP-la et MIP-1(3) ont ete determinees par ELISA, en utilisant les 
anticorps de capture et de detection de R&D Systems. La limite inferieure de detection 
de ces ELISA est de lOpg/ml. 
Transfection des PLB-985 
Les cellules PLB-985 differenciees en neutrophiles ont ete nucleofectees tel que 
decrit dans (Cloutier, Guindi et al. 2009). Brievement, 107 cellules ont ete resuspendues 
dans 100 ]t\ de solution de nucleofection pour cellules dendritiques (Amaxa Biosystems, 
Koln, Germany), et 5 \ig de plasmide a ete ajoute. Apres une incubation de 5-min, les 
cellules ont ete nucleofectees en utilisant le programme Q-01 de l'instrument 
Nucleofector (Amaxa Biosystems). Les cellules ont ensuite ete centrifugees (280 g, 10 
min), et resuspendues a 2xl06/ml dans du milieu RPMI-1640 supplemente avec 10% 
FCS. Les cellules ont ete immediatement stimulees dans le cas des transfections uniques 
avec un vecteur luciferase ou dans le cas des transfections, elles ont incubees a 37°C 
pendant 4 h avant d'etre stimulees. Les cellules ont ensuite ete cultivees durtant 6 h avant 
de mesurer leur activite luciferase. Les vecteurs luciferase sous le controle du promoteur 
de l'IL-8 (IL-8WT) et son mutant au site CRE (IL-8-CRE) ont ete obtenus de Dr Mark 
Labow (Novartis Institute for Biomedical Research, Cambridge, USA) (Iourgenko, 
Zhang et al. 2003). Les vecteurs luciferase sous le controle du promoteur de MIP-1|3 
(MIP-ip WT) et son mutant au site CRE (MIP-lp CRE) ont ete obtenus de Dr Marvin 
Reitz (University of Maryland, Baltimore) (Barabitskaja, Foulke et al. 2006). La 
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construction luciferase contenant 4 sites CRE consensus (CRE-Luc) a ete achetee 
Stratagene (La Jolla, CA, USA) de meme que les vecteurs d'expression des proteines 
CREBetCREBS133A. 
Immunoprecipitation de la chromatine (ChIP) 
La preparation de la chromatine et les immunoprecipitations ont ete effectuees en 
utilisant le kit EZ-ChIP, selon les recommendations du manufacturier (Upstate 
Biotechnology, Charlottesville, VA, USA). Brievement, les proteines ont ete fixees a 
l'ADN en incubant les neutrophiles (2 x 107 cellules par condition) avec 1% de 
formaldehyde durant 10 min a la temperature de la piece. La fixation a ete arretee en 
ajoutant de la glycine a une concentration finale de 0.125 M et incubanHes-eellules pour 
5 min additionnel. Les cellules ont ensuite ete lavees avec du PBS contenant des 
inhibiteurs de proteases et de phosphatases . Ensuite, les cellules ont ete resuspendues 
dans 1 ml de tampon de lyse (Upstate Biotechnology) et la chromatine a ete ensuite 
soniquee pour generer de chromatine de 0.2-1 kb en utilisant un sonicateur (Sonic 
Dismembrator Model 100, Fisher Scientific). La chromatine soniquee (100 [xl/condition) 
a ensuite ete immunoprecipitee avec un anti-phospho-C/EBP(3conjugue a des billes 
d'agarose. Les complexes proteine-ADN ont ensuite ete elue, avant de recuellir l'ADN. 
Les echantillons ont ete analyses par PCR afin d'amplifier les regions contenant les sites 
proximaux de C/EBP dans les promoteurs de l'IL-8 et de MIP-a, utilisant les 
oligonucleotides suivant: IL-8 (-190): 5'-AAGAAAACTTTCGTCATACGTCCG-3' and 
IL-8 (-20): 5'-TGGCTTTTTATATCATCACCCTAC-3'. 
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DISCUSSION 
Dans la presente discussion, certains des resultats presenters dans cette these seront 
brievement decrits a nouveau pour faciliter la comprehension des hypotheses et 
perspectives experimentales discutees. 
Les neutrophiles sont sans conteste des acteurs essentiels de la reponse 
inflammatoire. Ces cellules, longtemps considerees comme de simples soldats de 
l'immunite, sont desormais reconnues en tant que des aiguilleurs de la reponse 
immunitaire (Nathan 2006). Tel que presente dans 1'introduction, des etudes recentes ont 
mis en evidence 1'importance de la production de chimiokines et de cytokines par les 
neutrophiles dans l'etablissement de la reponse immune adaptative. Ceci contribue a 
augmenter l'interet envers l'etude des neutrophiles, et il y a fort a parier qu'on assistera 
dans un proche avenir a une eclosion d'articles sur cette nouvelle facette de la biologie 
des neutrophiles. 
Devant 1'importance des neutrophiles et de leur production de cytokines lors des 
reponses immunitaires, il est essentiel de comprendre les mecanismes moleculaires 
regissant la production de ces mediateurs chez ces cellules. Ceci est a plus forte raison 
necessaire afin d'elaborer des strategies d'intervention dans le cadre de desordres 
inflammatoires chroniques dans lesquels les neutrophiles persistent et predominent, 
comme par exemple 1'arthrite, les maladies inflamatoires de l'intestin, et l'asthme severe 
(Eyles, Roberts et al. 2006; Cowburn, Condliffe et al. 2008). Bien qu'il y ait une panoplie 
de cytokines produites par les neutrophiles, nos connaissances sur les mecanismes 
impliques dans la production de ces mediateurs demeuraient plutot limitees avant 
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d'entreprendre les etudes decrites dans cette these (Cloutier and McDonald 2003; 
McDonald 2004). Effectivement, nos resultats permettent d'y voir un peu plus clair. 
Implication du facteur NF-KB dans l'expression genique chez les neutrophiles 
De fa9on generale, les chimiokines ou les cytokines inflammatoires sont 
rapidement produites suite a diverses stimulations et ce, aussi bien chez les neutrophiles 
que chez d'autres types cellulaires (Cassatella 1999; Holloway, Rao et al. 2002; Pliyev 
2008). Chez la majorite des cellules, l'expression des cytokines est controlee en grande 
partie au niveau transcriptionnel et le facteur de transcription NF-KB est un regulateur-cle 
de la transcription de ces genes (Akira and Kishimoto 1997; Caamano and Hunter 2002). 
Chez les neutrophiles, notre goupe a identifie plusieurs stimuli activant le facteur NF-KB 
dont le LPS et le TNF-ct (McDonald, Bald et al. 1997; Cloutier and McDonald 2003; 
McDonald 2004). II etait aussi bien connu que ces memes stimuli induisent aussi la 
production de diverses cytokines inflammatoires chez les neutrophiles (Cassatella 1999; 
Scapini, Lapinet-Vera et al. 2000). Or, bien qu'il y avait une correlation entre ces deux 
evenements et qu'il etait fort probable que le facteur NF-KB soit implique dans la 
production de cytokines chez les neutrophiles, il manquait toujours une evidence directe. 
Dans la litterature, l'implication du NF-KB dans la production de cytokines chez divers 
types cellulaires a ete demontree essentiellement par l'utilisation d'inhibiteurs 
pharmacologiques, de dominant-negatifs ou par l'utilisation de souris deficientes (Epinat 
and Gilmore 1999; Gilmore and Herscovitch 2006; Hoffmann and Baltimore 2006; 
Pasparakis, Luedde et al. 2006; Uwe 2008). Dans le cas des neutrophiles humains, 
cependant, l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques est actuellement la seule facon 
188 
efficace de bloquer des voies de signalisation puisqu'il est impossible de transfecter ces 
cellules. Ainsi, dans la premiere partie du premier article de cette these, l'utilisation 
d'inhibiteurs pharmacologiques ciblant differents complexes proteiques de la voie 
d'activation du NF-KB nous a permis d'evaluer son role dans la production de cytokines 
et de chimiokines chez les neutrophiles. Nous avons premierement demontre que ces 
inhibiteurs etaient efficaces chez les neutrophiles (que ce soit les inhibiteurs des kinases 
IKK (BAY 117082) ou du proteasome (MG-132), c'est-a dire qu'ils bloquaient 
l'activation du NF-KB induite par le LPS et le TNF-a (figure 1, article 1). Nous savions 
aussi a ce moment qu'ils empechaient aussi la degradation inductible de la proteine IKB-
a, l'inhibiteur du NF-KB (Ear, Cloutier et al. 2005). Ensuite, nous avons demontre que le 
pre-traitement des neutrophiles avec ces inhibiteurs pharmacologiques bloque 
considerablement l'induction de l'expression des ARNm de PIL-8, de MlP-la, MIP-1|3 
et du TNF-a, de meme que la secretion des proteines correspondantes. Ces resultats 
demontrent pour la premiere fois l'implication de la voie d'activation du facteur de 
transcription NF-KB dans la production de chimiokines et de cytokines chez les 
neutrophiles primaires humains. De plus, certains resultats presentes dans le deuxieme 
article de cette these sont venus confirmer 1'importance de ce facteur dans la production 
de cytokines chez les neutrophiles. En effet, l'utilisation d'un modele cellulaire 
transfectable (c'est-a-dire les cellules PLB-985 differenciees en neutrophiles a l'aide d'un 
traitement avec 1,25% de DMSO pendant 5 jours), nous a permis de contourner certaines 
des limites associees a l'etude des neutrophiles primaires (Tucker, Lilly et al. 1987; 
Monczak, Trudel et al. 1997). L'utilisation de ce modele est d'autant plus appropriee que 
ces cellules differenciees reagissent de maniere tres semblable aux neutrophiles primaires 
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en termes de degranulation, de production de reactifs oxygenes, de metabolisme de 
l'acide arachidonique (Dana, Leto et al. 1998; Pedruzzi, Fay et al. 2002; Gaudreault, 
Stankova et al. 2005). Mieux encore, notre laboratoire a recemment montre que les PLB-
985 differenciees au DMSO ont un profil de production de cytokines et de chimiokines 
suite a des stimulations variees (Ear and McDonald 2008). Dans ce modele cellulaire, 
nous avons en outre demontre que le LPS et le TNF-a induisent l'activation du facteur de 
transcription NF-KB (dimere p50/p65) avec des cinetiques identiques a celles retrouvees 
chez les neutrophiles primaires (resultats presentes dans cette these et (Ear and McDonald 
2008). Ainsi, la transfection de PLB-985 differenciees en neutrophiles avec des 
constructions codant pour la luciferase sous le controle du promoteur de l'IL-8, nous a 
permis de determiner que le site NF-KB est essentiel a la transactivation du promoteur de 
l'IL-8 induite par le LPS et le TNF-a. En effet, la mutation du site NF-KB abolit 
completement la transactivation de ce promoteur. Une pareille dependance envers ce site 
NF-KB pour la transactivation du promoteur de l'IL-8 a aussi ete observee chez plusieurs 
types cellulaires dont certaines lignees monocytaires humaines (Murayama, Ohara et al. 
1997; Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Nous avons aussi montre que la 
transfection de PLB-985 differenciees en neutrophiles avec un plasmide encodant pour 
une forme non-degradable d'hcB-a abolit completement la transactivation du promoteur 
de l'IL-8 induite par le LPS. Ceci vient confirmer qu'en plus du site NF-KB sur le 
promoteur de l'IL-8, l'activation des facteurs NF-KB liant ce site est aussi importante. En 
accord avec ces resultats, la transfection du dominant negatif IKB-CI diminue d'environ 
50% la secretion de l'IL-8, de MIP-lci et de MIP-lp induite par le LPS ou le TNF-a (Ear 
and McDonald 2008). On pourrait se demander a savoir pourquoi la surexpression de ce 
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dominant negatif n'abolit pas la totalite de la production de ces genes dependants de NF-
KB, mais etant donne l'efficacite maximale de transfection de 60-70% obtenue par cette 
methode, ceci n'est pas surprenant (Ear and McDonald 2008). Des analyses 
d'immunoprecipitations de la chromatine (ChIP) effectuees recemment nous ont 
egalement indique que la sous-unite p65 de NF-KB est recrutee aux promoteurs de l'IL-8, 
de MlP-la et de MIP-1(3 suite a une stimulation au LPS ou au TNF-a et ce, aussi bien 
chez les neutrophiles primaires que dans le modele PLB-985 (donnees personnelles non 
presentees). Tous ces resultats demontrent bien que le facteur NF-KB est essentiel a la 
production de cytokines inflammatoires chez les neutrophiles. 
Bien que le facteur NF-KB soit essentiel a l'expression inductible des cytokines 
chez les neutrophiles, ceci n'exclut pas la participation d'autres facteurs transcriptionnels 
dans ce processus. En effet, la transcription optimale de tels genes necessite generalement 
des interactions entre plusieurs facteurs de transcription et la machinerie 
transcriptionnelle pour former un complexe nomme enhanceosome initialement decrit 
pour la regulation de IFN-(3 (Thanos and Maniatis 1995). A titre d'exemple, 
1'enhanceosome du promoteur de l'IFN-P est constitue des facteurs de transcription ATF-
2, c-Jun, NF-KB (p50 et p65) et IRF-3 (Agalioti, Lomvardas et al. 2000; Lomvardas and 
Thanos 2001; Lomvardas and Thanos 2002). Nous nous sommes done interesses a 
d'autres facteurs pouvant participer a la transcription des cytokines inflammatoires chez 
les neutrophiles. Ainsi, dans le deuxieme article de cette these, nous avons etudie le role 
de la famille de facteurs de transcription C/EBP dans l'expression de ces cytokines. Cette 
famille d'activateurs transcriptionnels est bien connue pour participer a l'expression de 
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genes inflammatoires chez plusieurs types cellulaires tels que les 
monocytes/macrophages et les lymphocytes (Poli 1998; Ramji and Foka 2002). Tout 
dependant du type cellulaire, l'expression de certains genes inflammatoires necessite 
obligatoirement l'activation des facteurs C/EBP, ou encore que ceux-ci interagissent avec 
d'autres facteurs de transcription afin de maximiser la transcription de ces genes (Stein 
and Baldwin 1993; Kunsch, Lang et al. 1994; Akira and Kishimoto 1997; Gorgoni, 
Caivano et al. 2001; Gorgoni, Maritano et al. 2002). L'etude des C/EBP a revele un role 
important de ces proteines dans la differenciation de plusieurs types cellulaires, incluant 
celle des neutrophiles (Tavor, Vuong et al. 2002; Johnson 2005; Friedman 2007; 
Tominaga, Maeda et al. 2008). Ainsi, les proteines C/EBPa et C/EBPs sont essentielles a 
la generation de neutrophiles fonctionnels. La proteine C/EBPa est quant a elle impliquee 
dans les evenements precoces de la differenciation granulocytaire a partir des precurseurs 
myeloi'des alors que la proteine C/EBPe participe a la differenciation terminale des 
granulocytes (Yamanaka, Kim et al. 1997; Zhang, Zhang et al. 1997; Radomska, 
Huettner et al. 1998). 
Expression des proteines C/EBP chez les neutrophiles matures 
Avant notre etude, seule l'expression de quelques membres etait connue chez les 
neutrophiles matures (Lekstrom-Himes, Dorman et al. 1999; Bjerregaard, Jurlander et al. 
2003). Nous avons done commence par determiner quelles proteines de la famille C/EBP 
sont exprimees chez les neutrophiles humains matures. Nos resultats ont demontre que 
toutes les proteines C/EBP sont exprimees chez les neutrophiles a l'exception de C/EBPy. 
Bien qu'il a ete demontre qu'une multitude de stimuli peuvent moduler l'expression des 
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proteines C/EBP, particulierement dans le cas de C/EBP|3 et C/EBP5 chez les 
macrophages, nos resultats montrent que ce n'est pas le cas chez les neutrophiles (Akira, 
Isshiki et al. 1990; Bradley, Zhou et al. 2003). En effet, l'expression des proteines C/EBP 
est constitutive et elle n'est pas affectee par aucun des stimuli utilises. En consequence, il 
n'est pas etonnant d'observer aucune induction de la liaison des proteines C/EBPeet 
C/EBP|3 sur l'ADN suite a une stimulation avec du LPS ou du TNF-ct. Generalement, 
1'induction de la liaison des C/EBP sur l'ADN fait suite a une augmentation de leur 
expression tel qu'observe egalement avec d'autres facteurs de transcription comme c-Jun 
et c-Fos (Caivano, Gorgoni et al. 2001; Cho, Lee et al. 2003; Hess, Angel et al. 2004). 
Malgre cela, les proteines C/EBPe et C/EBPp presentes dans les extraits nucleaires de 
neutrophiles non-stimules sont capables de lier de fa?on basale un oligonucleotide 
contenant un site C/EBP. 
Association constitutive de C/EBPeet C/EBPe sur promoteurs de chimiokines et 
l'impact de ces proteines dans l'expression de ces genes chez les neutrophiles 
A ce sujet, les resultats obtenus lors d'essais d'immunoprecipitation de la 
chromatine (ChIP) indiquent clairement que ces proteines sont associees constitutivement 
a certains promoteurs de chimiokines chez les neutrophiles primaires. La stimulation des 
neutrophiles avec du LPS n'augmente pas le recrutement de C/EBP|3 et de C/EBPe sur 
les promoteurs des genes de MlP-la et de l'IL-8 (dans cette these et donnees non-
presentees). II semble done que chez les neutrophiles, certains promoteurs geniques 
soient constitutivement accessibles aux proteines C/EBPP et C/EBPe, i.e. qu'ils ne 
requierent aucune modification prealable de la structure de leurs nucleosomes. Une 
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association constitutive de C/EBP(3 avec les promoteurs de RANTES et de l'IL-ip a 
aussi ete rapportee chez une lignee cellulaire de monocytes humains (Fessele, Boehlk et 
al. 2001; Liang, Zhang et al. 2006). Dans ces etudes, bien qu'il n'y ait pas de recrutement 
additionnel de C/EBP|3 suite a une stimulation, cette proteine est cependant necessaire 
pour l'expression de ces genes induits par le LPS. Nos resultats abondent dans le meme 
sens puisque des essais luciferases effectues avec le promoteur de l'IL-8 ayant une 
mutation du site C/EBP de meme que la surexpression de l'inhibiteur A-C/EBP2N3T 
montrent clairement l'importance des C/EBP dans l'expression inductible des 
chimiokines chez les neutrophiles. Nos resultats sur l'implication de C/EBP dans la 
production de l'IL-8, de MlP-la et MIP-1|3 chez les neutrophiles humains s'ajoutent a de 
recents resultats obtenus avec des neutrophiles isoles de souris deficientes en C/EBP|3 
(Akagi, Saitoh et al. 2008). Les auteurs de cette etude ont clairement demontre qu'il y a 
diminution de l'expression de l'IL-6, de l'IL-10 et de l'IL-12 suite a une stimulation au 
LPS chez les neutrophiles de souris deficientes en C/EBPp comparativement aux souris 
de type sauvage. II est done envisageable que ces genes soient aussi regules par C/EBPp 
chez les neutrophiles humains et des experiences futures pourront le determiner. D'un 
point vue purement evolutif, il est interessant de noter l'importance conservee des C/EBP 
dans l'expression des cytokines chez les neutrophiles de ces deux especes animales 
relativement eloignees. 
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La phosphorylation de C/EBPp et C/EBPe: un element declencheur de 1'expression 
genique chez les neutrophiles? 
A la lumiere de nos resultats, la phosphorylation de C/EBP|3 sur la Thr 235 
semble etre un des elements declencheurs permettant la transcription des genes de 
chimiokines chez les neutrophiles. Nos resultats obtenus avec la surexpression de la 
proteine C/EBPp et de sa forme mutee en Thr 235 ont effectivement montre l'importance 
de cet acide amine dans la production de PIL-8, de MIP-loc et MIP-ip chez les PLB-985 
differenciees en neutrophiles. Cependant, tout comme la surexpression de l'inhibiteur A-
C/EBP2N3T, la surexpression de C/EBPp n'affecte que peu ou pas 1'expression genique 
du TNF-ct chez les PLB-985. Ceci est en opposition avec les resultats obtenus chez les 
neutrophiles murins, oil un role represseur de C/EBPP sur 1'expression de cette cytokine a 
ete observe. II semble done qu'il y ait tout de meme quelques divergences dans les 
fonctions de C/EBPp entre les differentes especes (Akagi, Saitoh et al. 2008). Nos 
resultats obtenus dans les essais ChIP avec un anticorps dirige contre la proteine C/EBPP 
phosphorylee en Thr 235 renforcissent l'hypothese d'une grande importance de cette 
phosphorylation dans la production des cytokines chez les neutrophiles humains. En 
effet, nos resultats montrent clairement que la forme phosphorylee de C/EBPp est 
rapidement mobilisee au promoteur de l'IL-8 suivant une stimulation au LPS. Le 
mecanisme par lequel C/EBPJ3 est phosphorylee est pour 1'instant inconnu, mais pourrait 
peut-etre resulter d'une phosphorylation directe des C/EBP(3 deja presents sur les 
promoteurs des genes de cytokines; on peut aussi imaginer qu'il puisse y avoir une 
substitution des proteines C/EBPp non-phosphorylees pour celles phosphorylees. Quoi 
qu'il en soit, la phosphorylation de la Thr 235 sur C/EBP|3 est connue pour augmenter 
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l'affinite de celle-ci pour sa sequence-cible (Tang, Gronborg et al. 2005; Kim, Tang et al. 
2007). Cette phosphorylation pourrait done permettre le recrutement d'autres facteurs de 
transcription, de coactivateurs transcriptionnels ainsi que de la machinerie 
transcriptionnelle classique. De fa?on interessante, la phosphorylation de 
C/EBPPpourrait peut-etre permettre le recrutement inductible de NF-KB sur les 
promoteurs geniques de cytokines chez les neutrophiles. En effet, chez les neutrophiles 
comme chez la plupart des cellules, le facteur de transcription NF-KB est recrute 
rapidement aux promoteurs geniques de cytokines comme celui de l'IL-8 notamment 
(donnees personnelles et (Lomvardas and Thanos 2002; Buss, Dorrie et al. 2004; 
Schmeck, Zahlten et al. 2004). Quelques etudes ont d'ailleurs rapporte une interaction 
entre differentes sous-unites de NF-KB et certains isoformes des C/EBP, comme par 
exemple, entre C/EBP|3 et p65 (LeClair, Blanar et al. 1992; Stein, Cogswell et al. 1993; 
Zwergal, Quirling et al. 2006). Bien qu'il ait ete demontre que C/EBPp pouvait agir 
favorablement sur l'activite de NF-KB, l'interaction de C/EBPP avec p65 peut aussi 
bloquer la phosphorylation de p65 chez les macrophages chez lesquels une tolerance au 
LPS avait ete induite (Zwergal, Quirling et al. 2006). Puisque C/EBPe est aussi 
constitutivement associee a certains promoteurs chez les neutrophiles, il se peut que cette 
proteine ait un role important dans l'activation transcriptionnelle notamment en recrutant 
potentiellement la sous-unite p65. A cet egard, une interaction C/EBPe et p65 a 
recemment ete rapportee, et s'est averee dependante de la phosphorylation de la Thr 75 
de C/EBPe (Chumakov, Silla et al. 2007). Dans notre etude des C/EBP chez les 
neutrophiles, nous n'avons pu etablir si C/EBPe etait phosphorylee suite a diverses 
stimulations etant donne l'absence d'anticorps commercialement disponibles. 
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Eventuellement, nous pourrions demander ceux-ci a certains laboratoires les possedant 
afin d'elucider cette question. Ceci dit, la transfection de C/EBPe et de differentes formes 
mutees dans le modele des PLB-985 nous renseignerait probablement davantage sur le 
role de cette proteine dans la generation de chimiokines et de cytokines chez les 
neutrophiles. A 1'instar d'un role de recruteur de C/EBP envers NF-KB, d'autres etudes 
ont demontre que certaines sous-unites de NF-KB pouvait inversement favoriser le 
recrutement de C/EBP sur certains promoteurs (Cha-Molstad, Young et al. 2007). Chez 
les neutrophiles, bien que C/EBP(3 et C/EBPe soient deja associes constitutivement a 
divers promoteurs, on ne peut exclure qu'une interaction entre des sous-unites de NF-KB 
puissent permettre le recrutement ulterieur des formes phosphorylees des C/EBP sur ces 
promoteurs. 
Relation entre l'association constitutive des C/EBP et la production rapide de 
cytokines chez les neutrophiles humains 
Nos observations sur l'association constitutive de C/EBP(3 et C/EBPe avec les 
promoteurs de certains genes de chimiokines chez les neutrophiles permettent d'expliquer 
potentiellement 1'extreme rapidite avec laquelle certains genes sont transcrits chez ces 
cellules comparativement a d'autres types cellulaires. En effet, l'expression maximale de 
plusieurs messagers chez les neutrophiles est generalement observee dans les 30 minutes 
suivant une stimulation au LPS ou au TNF-a (donnees personnelles). II est done 
plausible que l'association basale de certains facteurs de transcription sur la chromatine 
puisse favoriser le recrutement et/ou l'activation de la machinerie transcriptionnelle 
permettant la transcription rapide de ces genes. D'autres travaux seront toutefois 
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necessaires pour valider cette hypothese. Considerant l'importance des neutrophiles dans 
les evenements precoces de 1'inflammation, il est envisageable que revolution ait dote 
ces cellules d'une telle capacite d'expression genique afin de repondre rapidement a toute 
aggression. Dans le meme ordre d'idees, l'etude de l'etat d'acetylation des nucleosomes 
retrouves sur les differents promoteurs de cytokines nous renseignerait grandement quant 
a l'accessibilite basale de ceux-ci chez les neutrophiles. A ce sujet, l'equipe du Dr Natoli 
a classifie certains genes inflammatoires en deux groupes selon l'accessibilite de leurs 
promoteurs soit les genes CIA {constitutively and immediately accessible) et les genes 
RLA {regulated and late accessibility) (Saccani, Pantano et al. 2001). Les genes CIA sont 
ceux dont les promoteurs sont constitutivement hyperacetyles sans stimulation et sont 
immediatement accessibles par le facteur NF-KB suite a une stimulation. La transcription 
de ces genes est rapide et elle est immediatement induite suite au recrutement de NF-KB. 
Des exemples de genes CIA sont ceux de MIP-2 et d'lKB-a, chez les cellules etudiees 
(RAW 264.7). Quant a elle, 1'expression des genes dits RLA est induite plus tardivement 
et necessite des modifications au niveau des histones retrouvees dans leurs promoteurs 
avant d'etre accessible par le facteur NF-KB. Les genes de MCP-1, RANTES et de l'IL-6 
appartiennent a cette classe chez les macrophages murins. Des analyses du promoteur de 
I'IL-8 chez les cellules HeLa ont aussi montre qu'il n'y avait pas de nucleosome 
positionne dans le promoteur proximal de ce gene et que le site d'initiation de la 
transcription etait libre d'acces, ce qui suggere que le recrutement inductible des facteurs 
de transcription est facilite, mais aussi celui des proteines pouvant Her sans stimulation ce 
promoteur (Lomvardas and Thanos 2002), comme potentiellement C/EBPP et C/EBPe 
dans le cas de neutrophiles. Ainsi, il est tentant de classifier les genes de l'IL-8 et de 
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MlP-la chez les neutrophiles comme des genes dits CIA. Ceci etant, un gene donne 
donne peut tres bien etre accessible chez un type cellulaire et pas chez un autre. Par 
exemple, le promoteur de l'IL-ip serait constitutivement accessible par differents 
facteurs de transcription tel que PU. 1 et C/EBP|3 chez les monocytes, alors que chez les 
lymphocytes B et T, ce meme promoteur est inaccessible (Liang, Zhang et al. 2006; 
Nikolajczyk 2006). Une etude approfondie de l'accessibilite des promoteurs geniques est 
done necessaire afin de comprendre comment sont regules les genes de chimiokines et de 
cytokines chez un type cellulaire d'interet. 
Recrutement de co-activateurs et de la machinerie transcriptionnelle par les 
facteurs de transcription chez les neutophiles 
La possibilite d'effectuer des essais d'immunoprecipitation de la chromatine 
(ChIP) chez les neutrophiles ouvre la possibilite de determiner l'etat d'acetylation des 
promoteurs et la nature des facteurs de transcription recrutes sur certains promoteurs bien 
sur, mais aussi d'avoir une idee de la dynamique de recrutement de diverses proteines 
modulant la transcription des genes. En effet, il est envisageable de mettre a jour 
l'implication de plusieurs co-activateurs transcriptionnels (CBP, p300 et le complexe 
multi-proteique Mediator, par exemple), de meme que confirmer le role essentiel de 
l'ARN pol II dans la transcription de genes chez les neutrophiles. A ce jour, aucune etude 
publiee n'a meme rapporte la presence de ces proteines chez ces cellules, et done encore 
moins leur implication dans la transcription de genes chez les neutrophiles. Considerant 
les associations connues entre plusieurs coactivateurs transcriptionnels et les facteurs de 
transcription C/EBP, p65 et CREB, il serait aussi interessant de determiner quel 
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coactivateur interagit avec quel facteur de transcription. Pour en revenir a l'importance de 
C/EBP|3 dans 1'activation transcriptionnelle, cette proteine a ete demontree necessaire a la 
phosphorylation des coactivateurs CBP et p300, activant du meme coup ceux-ci par un 
mecanisme encore inconnu (Kovacs, Steinmann et al. 2003; Schwartz, Beck et al. 2003). 
La proteine C/EBPP a aussi ete rapportee pour recruter le complexe de remodelage de la 
chromatine SWI/SNF sur certains promoteurs afin de decompacter ces genes et d'activer 
leur expression (Kowenz-Leutz and Leutz 1999). De plus, la phosphorylation de la Thr 
235 de C/EBPp s'est averee essentielle pour permettre le recrutement d'une sous-unite 
activatrice du complexe Mediator sur certains promoteurs, ceci ayant pour effet 
d'augmenter considerablement la transcription des genes etudies (Mo, Kowenz-Leutz et 
al. 2004). Ainsi chez les neutrophiles, la phosphorylation de C/EBP(3 pourrait permettre 
le recrutement sur certains promoteurs du complexe Mediator, qui lui recruterait l'ARN 
polymerase II et permettrait done la transcription inductible de cytokines (Kim, 
Bjorklund et al. 1994; Toth-Petroczy, Oldfield et al. 2008). II ne faudrait pas non plus 
oublier d'etudier le role des autres facteurs de transcription, particulierement p65, dans le 
recrutement des co-activateurs transcriptionnels etant donne le caractere essentiel de 
celui-ci dans l'expression des cytokines chez les neutrophiles humains. 
Les MAP kinases et leurs substrats impliques dans la transcription chez les 
neutrophiles 
Dans notre recherche des mecanismes responsables de la production de cytokines 
et de chimiokines chez les neutrophiles, nous avons aussi etudie le role de diverses MAP 
kinases. Chez plusieurs types cellulaires, les MAP kinases (p38, ERK et JNK) regulent a 
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plusieurs niveaux la production de ces mediateurs. Or, avant d'entreprendre nos 
recherches, peu d'etudes avait investigue l'impact des MAP kinases dans la production 
de cytokines chez les neutrophiles. Nous avions cependant deja montre que les MAP 
kinases JNK n'etaient pas impliquees dans la production de cytokines inflammatoires 
chez les neutrophiles (Cloutier, Ear et al. 2003). Dans la deuxieme partie du premier 
article de cette these, nous nous sommes interesses au role des MAP kinases p38 et 
ERK1/2 dans la production de cytokines chez les neutrophiles. Avant notre etude, il y 
avait quelques evidences dans la litterature d'un role des MAP kinases p38 et ERK1/2 
dans la production de l'IL-8 et du TNF-a chez ces cellules. Effectivement, l'utilisation 
d'inhibiteurs des MAP kinases p38 et des kinases MEK1/2 montrait qu'ils diminuaient la 
secretion de ces cytokines, sans toutefois donner d'indices a savoir s'ils agissaient au 
niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel ou traductionnel (Marie, Roman-Roman et 
al. 1999; Nick, Avdi et al. 1999; Coxon, Rane et al. 2003). Dans une seule etude, les 
auteurs suggeraient 1'implication de la voie de p38 dans l'activation du NF-KB et dans 
l'expression du TNF-a (Nick, Avdi et al. 1999). Or, une concentration de 10 fiM de 
SB203580 (inhibiteur de p38) avait ete utilisee, et nous avons clairement demontre que le 
SB203580 a une concentration de 3 ^M bloque totalement l'activite des MAP kinases 
p38 et qu'il a des effets non-specifiques a 10 \iM, notamment sur la liaison a l'ADN de 
NF-KB. Ceci dit, un effet de la MAP kinase p38 sur la phosphorylation de p65 et/ou sur 
la liaison a l'ADN du NF-KB aurait ete tout a fait plausible. En effet, il a ete rapporte que 
la MAP kinase p38 peut interagir avec p65 et que la voie de la p38 peut permettre la 
phosphorylation de la proteine p65/RelA (Rajaiya, Xiao et al. 2008; von Brandenstein, 
Ngum Abety et al. 2008). II aurait done ete concevable que la MAP kinase p38 puisse 
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directement phosphoryler un des sites de phosphorylation connus de p65. Cependant, il 
est plus probable que Taction la voie p38 MAPK se produise via la kinase MSK-1. Chez 
plusieurs types cellulaires, cette derniere phosphoryle p65/RelA en Ser 276 suite a 
diverses stimulations (Vermeulen, De Wilde et al. 2003; Pathak, Basu et al. 2006; Olson, 
Hedrick et al. 2007). Toutefois, nos resultats ont clairement demontre que la 
phosphorylation de p65 en Ser536 de meme que la liaison a l'ADN de NF-KB ne sont pas 
affectees par l'inhibiteur de p38 a une concentration inhibant totalement l'activite de cette 
kinase (Ear, Cloutier et al. 2005), et figure 7 de 1' article 1). En somme, nos resultats 
montrent hors de doute que les MAP kinases p38 ainsi que les MAP kinase ERK1/2 ne 
sont pas impliquees dans 1'activation du facteur NF-KB chez les neutrophiles. Malgre 
cela, nos resultats montrent que la voie de la MAP kinase p38 joue quand meme un role 
au niveau transcriptionnel de meme que traductionnel dans la production de chimiokines 
et de cytokines chez les neutrophiles. Les MAP kinases p38 et MEK1/2 sont impliquees 
dans la secretion de toutes les cytokines etudiees, cependant seule la voie de la p38 
affecte I'expression des ARNm de l'IL-8, de MlP-la et de MIP-ip. Dans le cas du TNF-
ct, aucune de ces voies ne semble etre impliquee dans I'expression du messager. Dans 
notre recherche de substrats ayant une importance dans la transcription de ces genes, nous 
nous sommes d'abord interesses a la proteine TBP du complexe TFIID. II a ete montre 
que la liaison de TBP sur l'ADN peut etre influencee par sa phosphorylation 
(Chibazakura, Watanabe et al. 1997). En effet, sa liaison sur certains promoteurs peut 
dependre de la voie des MAP kinases p38 (Carter, Knudtson et al. 1999). Nous avons 
d'ailleurs montre que tel est le cas chez les neutrophiles. Ce resultat explique 
potentiellement l'effet transcriptionnel des MAP kinases p38. Cependant, puisque la 
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proteine TBP est impliquee dans la transcription d'une multitude de genes, on peut se 
questionner a savoir si la liaison de TBP sur les promoteurs de cytokines in chromosomo 
est aussi affectee. Afin de le determiner, il faudrait effectuer des essais ChIP afin de 
verifier si la liaison de TBP sur la bolte TATA de differents promoteurs est attenuee par 
l'utilisation d'inhibiteurs des MAP kinases p38. Toutefois, une diminution de la liaison 
de TBP sur ces promoteurs ne signifierait pas necessairement un effet direct de la p38 sur 
TBP, et pourrait etre la consequence d'une inhibition de l'activation de facteurs de 
transcription recrutant TBP directement ou interagissant avec certains coactivateurs qui 
recrutent a leur tour TBP. En effet, plusieurs facteurs de transcription permettent le 
recrutement de TBP (ou du complexe TFIID) a sa sequence-cible sur les promoteurs. 
Ceci a ete observe avec certains facteurs de transcription tels que c-Fos, CREB, p53, c-
Rel (Truant, Xiao et al. 1993; Xu, Prorock et al. 1993; Ferreri, Gill et al. 1994; Metz, 
Bannister et al. 1994; Asahara, Santoso et al. 2001). Ceci nous a menes a la recherche 
d'autres cibles de p38 ayant un impact plus vraisemblable sur la transcription des genes 
de chimiokines et de cytokines. 
Nos resultats presentes dans la troisieme partie de la section des resultats de cette 
these demontrent un role important de la voie de la MAP kinase p38 dans l'activation de 
facteurs de transcription chez les neutrophiles humains. Tout d'abord, notre etude des 
facteurs de transcription ATF/CREB a revele que deux proteines de cette famille etaient 
activees par cette voie de signalisation. En effet, CREB et ATF-1 sont phosphorylees en 
Ser 133 et la Ser 63, respectivement, suite a des stimulations et ces phosphorylations 
dependent de l'activation de la voie de la MAP kinase p38. Plus particulierement, nos 
resultats suggerent que cette phosphorylation serait mediee directement par la kinase 
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MSK-1 chez les neutrophiles. En effet, un inhibiteur de la MSK-1 (le Ro-31-8220) 
diminue considerablement la phosphorylation inductible de ces proteines. Ceci cadre bien 
avec le fait que MSK-1 est la kinase principale phosphorylant CREB dans un bon nombre 
de type cellulaire (Arthur 2008). Nos resultats revelent egalement que le facteur de 
transcription CREB participe a la transactivation du promoteur de l'IL-8 tel que le 
demontre la surexpression de CREB chez les PLB-985 differenciees. Ces resultats 
appuyent une etude dans laquelle le promoteur de l'IL-8 a ete montre pour etre regule par 
CREB chez les cellules HeLa (Iourgenko, Zhang et al. 2003). Chez les neutrophiles, ce 
facteur de transcription est aussi potentiellement implique dans la transactivation de MIP-
1(3 selon les resultats obtenus avec le vecteur Iuciferase sous le controle du promoteur 
MIP-ip mute en son site CRE chez les cellules PLB-985 differenciees. Ces resultats 
confirment une implication de CREB dans la transactivation de ce gene, tel que suggere 
par quelques etudes (Proffitt, Crabtree et al. 1995; Jaramillo and Olivier 2002; 
Barabitskaja, Foulke et al. 2006). Nos resultats proposent egalement un role crucial de la 
phosphorylation en Ser 133 de CREB, potentiellement via Faction de MSK-1, dans 
l'expression des chimiokines chez les neutrophiles (tel que demontre dans les experiences 
de surexpression de CREB dans le cas de l'IL-8). II reste cependant a demontre r que cette 
proteine lie bel et bien les sites CRE, identifies precedemment par les essais luciferases, 
dans les promoteurs endogenes des neutrophiles. Malheureusement pour l'instant, nos 
efforts dans cette direction se sont averes infructueux. 
Bien que revolutionnaire, 1'analyse du recrutement de facteurs de transcription sur 
les promoteurs geniques par les essais ChIP est limitee par la disponibilite d'anticorps 
capables de reconnaitre et d'immunoprecipiter ces facteurs a partir de lysat cellulaire fixe 
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a la formaldehyde. Or, il est important d'avoir sous la main de bons anticorps capables de 
reconnaitre la proteine fixee sur l'ADN, et on doit parfois chercher longtemps. Une 
alternative serait de changer 1'agent de fixation (utiliser du Di (N-succinimidyl) glutarate 
(DSG), par exemple), de diminuer le temps d'incubation avec celui-ci ou de tout 
simplement ne pas en utiliser (Nowak, Tian et al. 2005; Noma, Cam et al. 2006). Dans 
tous les cas, des mises au point supplementaires seraient requises. Heureusement pour 
nous, les anticorps utilises dans notre etude sur C/EBPp chez les neutrophiles 
fonctionnent tres bien avec notre protocole ChlP. Cela nous a permis, entre autres 
d'evaluer l'importance de la voie p38-MSK-l dans la phosphorylation en Thr 235 de 
C/EBPp sur les promoteurs de l'IL-8 et de MlP-la. II s'agit de la premiere demonstration 
d'une implication de la kinase MSK-1 dans la phosphorylation de cette proteine. Les 
auteurs de rares publications traitant de ce sujet ont documente la participation du module 
des MAP kinases p38 dans la phosphorylation de C/EBPp sans toutefois identifier si la 
kinase p38 etait directement responsable ou bien si l'effet etait indirect (Bradley, Zhou et 
al. 2003; Seymour, Roberts et al. 2006; Aouadi, Jager et al. 2007). Les resultats obtenus 
ouvrent la porte a 1'identification d'une kinase phosphorylant C/EBPp. Ainsi, il serait 
interessant de determiner par des essais de co-immunoprecipitation si cette kinase 
interagit directement avec C/EBPp\ Des essais kinases in vitro nous renseigneraient aussi 
sur la capacite de cette kinase a phosphoryler ce substrat potentiel. 
II serait egalement interessant de determiner si, outre C/EBP|3 et CREB, MSK-1 
phosphoryle d'autres substrats impliques dans l'expression genique chez les neutrophiles. 
Tel que discute plus tot dans cette section, nous avons ete incapables de detecter une 
phosphorylation en Ser 276 de p65, un substrat identifie de MSK-1 chez quelques types 
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cellulaires (Vermeulen, De Wilde et al. 2003; Joo and Jetten 2008). Bien que nous ne 
puissions pas evaluer Ie role de MSK1 dans la phosphorylation de cet acide amine de 
RelA (puisqu'indetectable), une participation de MSK-1 dans son activation 
transcriptionnelle de p65 reste tout de meme possible. En effet, cette kinase pourrait 
phosphoryler d'autres acides amines sur p65, modifiant sa capacite transactivationnelle 
ou elle pourrait phosphoryler des coactivateurs transcriptionnels modifiant le potentiel 
d'activation genique de p65. A cet egard, l'activite du coactivateur transcriptionnel PCAF 
(p300/CREB-binding protein associated factor) a ete demontre pour etre sous 1'influence 
de la kinase MSK-1 chez les cellules neuronales PC 12 (Wong, Zhang et al. 2004). Une 
importance de ce coactivateur transcriptionnel a ete rapporte dans l'expression de 1'IFN-
p, de l'IL-8 et du TNF-a (Munshi, Merika et al. 1998; Huang and McCance 2002; 
Ranjbar, Rajsbaum et al. 2006). Ce coactivateur peut acetyler p65 et l'acetylation de cette 
proteine sur la lysine 310 augmente son activite transcriptionnelle tout en favorisant sa 
dissociation de son inhibiteur, IKB-CC (Chen, Fischle et al. 2001; Chen, Mu et al. 2002). 
De fa$on interessante, l'acetylation de cette lysine de p65 implique le module MAP 
kinase p38 chez les astrocytes en reponse a l'IL-ip et l'lFN-y (Saha, Jana et al. 2007). 
Ainsi chez les neutrophiles, il se pourrait qu"il y ait participation d'une voie de 
signalisation telle que p38-MSK-l-CBP/PCAF-p65 dans l'expression inductible de 
certaines chimiokines ou cytokines. Qui plus est, la kinase MSK-1 peut aussi 
phosphoryler la Ser 10 de l'histone H3 sur certains promoteurs de cytokines telles l'IL-6, 
l'IL-8 et MCP-1 pour ainsi favoriser le recrutement de p65, notamment (Saccani, Pantano 
et al. 2002; Vermeulen, De Wilde et al. 2003). En somme, le role crucial de MSK-1 dans 
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la transcription genique chez les neutrophiles pourrait s'etendre au-dela des mecanismes 
decrits ici. 
Les MAP kinases et leurs substrats impliques dans les evenements post-
transcriptionnels chez les neutrophiles 
Dans la presente these, nous avons aussi etudie le role des MAP kinases p38 et 
ERK1/2 dans la regulation post-transcriptionnelle de l'expression des chimiokines et des 
cytokines chez les neutrophiles. En effet, nous avons demontre qu'en plus d'un role 
important des MAP kinases dans l'expression des ARN messagers codant pour des 
cytokines, ces kinases sont aussi impliquees dans des evenements post-transcriptionnels 
controlant la production de ces mediateurs. Nous avons initialement rapporte que les 
MAP kinases, via la phosphorylation des proteines ribosomales S6, pourraient affecter la 
traduction des ARNm de cytokines chez les neutrophiles. Cependant, il ne s'agit pour 
1'instant que d'une correlation entre 1'inhibition de la phosphorylation de cette proteine et 
1'inhibition de la production de cytokines chez les neutrophiles. A l'inverse, nos resultats 
obtenus avec l'inhibiteur de la kinase MNK-1 montrent clairement un effet de cette 
kinase sur la production de chimiokines chez les neutrophiles humains. Chez les 
macrophages, Taction cette kinase sur la production de cytokines s'effectue via la 
phosphorylation de la proteine eIF4E en Ser 209 (Cherla, Lee et al. 2006; Rowlett, 
Chrestensen et al. 2008). Or, tel n'est pas le cas chez les neutrophiles. Bien que nous 
n'ayons pas pu identifier un substrat pour MNK1, il n'en demeure pas moins que celui-ci 
ou ceux-ci jouent un role post-transcriptionnel tel que demontre par l'absence d'effet de 
rinhibiteur sur l'expression des ARNm. L'identification de substrats additionnels de 
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MNK-1 tels hnRNP Al et PSF de meme que leur implication dans la production du TNF-
a chez Ies lymphocytes, laissent croire que ceux-ci sont peut-etre des cibles de MNK-1 
chez les neutrophiles (Buxade, Parra et al. 2005; Buxade, Morrice et al. 2008). Des 
experiences supplementaires seront necessaires afin de le determiner. Les resultats 
presentes dans cette these montrent neanmoins 1'importance de la MAP kinase p38 dans 
l'activation de MNK-1 et le role de cette voie dans la production de chimiokines chez les 
neutrophiles. 
Importance et limitations du modele cellulaire PLB-985 
Grace a Futilisation des cellules PLB-985 differenciees en neutrophiles, nous 
avons pu approfondir nos connaissances sur les mecanismes moleculaires impliques dans 
la generation de cytokines inflammatoires chez les neutrophiles humains. Effectivement, 
en 1'absence de ce modele nous n'aurions pu confirmer le role des divers facteurs de 
transcription C/EBP, CREB et NF-KB dans l'expression inductible des cytokines chez les 
neutrophiles. Ce modele pourrait cependant etre ameliore, particulierement en ce qui 
concerne les essais de type luciferase. En effet, la nucleofection entraine rapidement des 
lectures de base elevees chez les cellules non-stimulees (donnees personnelles). La 
generation de cellules PLB-985 transferees de facon stable avec des constructions 
luciferase (NF-KB-LUC, par exemple) permettrait d'eviter ces problemes. Effectivement, 
l'etablissement de lignees stables assurerait d'obtenir un pourcentage maximal de 
transfectants, ainsi que des comptes de base de l'activite luciferase tres faibles. Les 
inductions de l'activite luciferase obtenue par diverses stimulations seraient aussi 
208 
probablement plus importantes que celles obtenues avec la nucleofection transitoire. De 
plus, l'etablissement de divers clones pourrait permettre d'evaluer rimportance d'un site 
dans la transactivation d'un promoteur donne (experiences avec des clones IL-8-Luc WT 
vs IL-8-ACRE, par exemple). Ceci, toutefois, necessitera un lourd investissement en 
temps. 
Finalement, bien que nous ayons demontre rimportance de differents facteurs de 
transcription dans 1'induction genique de chimiokines et de cytokines chez les 
neutrophiles in vitro, il serait aussi interessant d'examiner rimportance de 1'activation de 
ces facteurs chez les neutrophiles dans des systemes de co-cultures cellulaires in vitro ou 
dans des modeles inflammatoires ou infectieux in vivo, chez la souris par exemple. 
Effectivement, l'etablissement de la reponse immunitaire est regi par de multiples 
interactions entre les differents types cellulaires et les differents mediateurs qui y 
participent. Ces experiences pourraient nous permettre de comprendre davantage le role 
des facteurs de transcription et des neutrophiles dans les reponses immunitaires et 
inflammatoires. Ainsi, 1'identification de facteurs-cibles pourrait favoriser le 
developpement de strategies therapeutiques anti-inflammatoires pouvant traiter des 
maladies chroniques inflammatoires tels que l'asthme severe, l'arthrite, et les maladies 
pulmonaires obstructives chroniques (MPOC), par exemple. 
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CONCLUSION 
Dans la presente these, nous avons approfondi les connaissances des mecanismes 
moleculaires impliques dans la production des cytokines et des chimiokines chez les 
neutrophiles humains. En effet, nous avons identifie des facteurs de transcription et des 
voies de signalisation participant a la transcription de ces genes chez les neutrophiles. 
Ainsi, les facteurs de transcription C/EBP|3, C/EBPe, NF-KB et vraisemblablement 
CREB sont des acteurs principaux de cette reponse fonctionnelle des neutrophiles. De 
plus, nous demontrons une association constitutive de certains facteurs de transcription 
avec certains promoteurs de chimiokines, expliquant potentiellement l'extreme rapidite a 
laquelle ces genes sont exprimes chez les neutrophiles suite a une stimulation. Nous 
avons egalement demontre que la MAP kinase p38 a un role preponderant dans 
l'activation des facteurs de transcription CREB et de C/EBPp. La phosphorylation de 
C/EBPp par la voie p38-MSK-l pourrait etre un evenement transcriptionnel determinant 
dans l'expression des chimiokines chez les neutrophiles. Nos resultats indiquent 
egalement que les modules MAP kinases p38 et ERK1/2 ont aussi un role traductionnel 
dans la production de cytokines chez les neutrophiles. Ainsi, nous avons identifie les 
proteines MNK1 et S6 en tant que substrats de ces voies MAP kinases chez les 
neutrophiles. La voie p38-MNKl a d'ailleurs un role important dans les evenements post-
transcriptionels controlant l'expression des chimiokines. Nos resultats pavent la voie a 
Pidentification de cibles therapeutiques potentielles qui pourraient servir a attenuer 
l'inflammation chronique observee dans de nombreuses pathologies ou les neutrophiles 
predominent. 
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